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Resumo

Neste trabalho foram estudados os sistemas enziméticos hidrolitico e oxidativo do
ascomiceto termotolerante Myceliophthora thermophila M.7.7. Seis diferentes
secretomas foram avaliados por espectroscopia de massas que identificou o total de 187
proteinas confirmando a presenca do classico sistema enzimatico hidrélitico revelando
também a producéo de enzimas do sistema oxidativo de degradagcdo. As enzimas mais
abundantes foram celobiose desidrogenase e glicosideo hidrolase familia 7 secretadas
principalmente nos bagagos de cana-de-acUcar in natura e explodido a vapor. A
abundante producéo de glicosideo hidrolases foi identificada quando polissacarideos de
hemiceluloses foram a fonte de carbono empregada, mostrando que o producdo de
enzimas é substrato especifica. O isolamento, a caracterizagcdo bioquimica e o estudo
cinético enzimético de uma B-glicosidase do M. thermophila M.7.7. também foram
realizados. A B-glicosidase purificada apresentou excelentes pardmetros para sua
aplicabilidade como enzima suplementar a coquetéis enziméticos ou até mesmo sua
clonagem e expressdo em organismos deficientes em B-glicosidase. Experimentos de
hidrolise enzimética também foram executados empregando o extrato bruto de M.
thermophila, que resultou em uma conversdo de 21% em bagaco in natura e 16% em
celulose comercial mesmo com baixa carga de proteinas, indicando maior especificidade
e sinergia do complexo enzimatico a polimeros de celulose com maior indice de

cristalinidade e grau de polimerizacdo em sua estrutura.

Palavras-chave: Myceliophtora thermophila, biomassa, fermentacdo submersa, enzimas

hidroliticas e oxidativas, espectrometria de massas, cinética e hidrolise enzimética.



Abstract

In terms of the here presented PhD research project the hydrolytic and oxidative
enzymatic properties from the ascomycota and themotolerant fungae Myceliophthora
thermophila M.7.7. were investigated in detail. Sx different secretomes were analysed by
mass spectroscopy and 187 proteins were identified. Within these proteins beside already
known and expected enzymes also several oxidative active enzymes were confirmed.
Enzymes belonging to the cellobiose dehydrogenase and glycoside hydrolase family 7
were most abundant, when in natura and steam exploded sugar cane bagasses were used
as carbon source. Particular a high abundance of glycoside hydrolases was identified
when a mixture of hemicelluloses was applied as sole carbon source. In this case the
secretome analysis showed a substrate-specific secretion for this fungae. The isolation,
purification and characterization of a -glycosidase from M. thermophila M.7.7. showed
and confirmed excellent enzymatic charateristics and parameters for future potential
applications as a supplemental enzyme in enzyme cocktails, or implimanting by
molecular biology in organisms deficient in p-glucosidase. Even at low protein
concentration the enzymatic hydrolysis, utilizing the crude extract, resulted in a
conversion of approx. 21% in natura bagasse and approx. 16% in commercial cellulose,
indicating a high specificity and synergy of the enzyme complex to cellulose polymers

with a higher degree of polymerization and crystallinity index in its structure.

Key words: Myceliophtora thermophila, biomass, submerged fermentation, hydrolytic

and oxidative enzymes, mass spectrometry, enzymatic hydrolysis and kinetics.
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1. Introducéo

A biodegradacdo de materiais lignoceluldsicos constituidos basicamente
de celulose, hemicelulose e lignina, € um processo natural de reciclagem de matéria
organica que atualmente permanece como alvo de muitos estudos devido a grande
guantidade de biomassa gerada a partir de residuos industriais que representam uma fonte
barata para o crescimento de microrganismos capazes de produzir metabdlitos com ato
valor agregado, como enzimas, solventes organicos e aglcares. Logo a biodegradacdo
entra no contexto atual com o objetivo de desenvolver métodos menos ofensivos ao meio
ambiente, além de ser apontada como grande aposta para a solugdo do problema
energético mundial.

Nas Ultimas décadas, a busca por novas tecnologias e o interesse em
estudos dos sistemas xilanolitico e celulolitico de fungos termdfilos aumentou
consideravelmente o desenvolvimento de pesquisas visando a ampla utilizacdo das suas
enzimas em diversos setores industriais e aplicagbes biotecnologicas. As Xilanases,
guando livres de celulases, podem ser utilizadas nas indUstrias de papel e celulose,
auxiliando no branqueamento da polpa, facilitando a remocéo da lignina, podendo ser
aplicadas para modificar a polpa ou entdo serem utilizadas no processo de reciclagem do
papel. Possuem também aplicagdes farmacéutica, téxtil, nas indistrias de bebidas e de
alimentos, onde se destacam na producéo de xilooligossacarideos para enriquecimento de
aimentos funcionais. As Xilanases em associagd0 com outras enzimas, tais como
celulases, podem ser empregadas na remocgdo da parede celular vegetal, aprimorando o
processo de extracdo de 6leos vegetais. Podem também ser utilizadas na produgdo de
sucos de frutas, na clarificagdo de sucos e vinhos, na fabricacdo de café soltvel, na
obtencdo de protoplastos para uso em engenharia genética, no aumento do teor
nutricional da silagem, no melhoramento da re-hidratacdo de vegetais secos e para dar
textura aos derivados | &cteos (Kuhad, Singh e Eriksson, 1997).

As celulases tém atraido bastante interesse comercial devido as suas vérias
aplicacdes em areas como bioconversdo de materiais celuldsicos, aimentacdo, téxteis,
farmacéuticos, detergentes, tratamento de efluentes e processamento de frutas e vegetais.
O interesse na aplicacdo de enzimas na industria de papel tem aumentado e uma das
principais aplicacbes tem sido na remocao de tintas de papéis reciclados. As celulases

também tém sido utilizadas com sucesso na industria téxtil para o “bio-stoning” de jeans
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e 0 “bio-polishing” de algodéo e de outras fibras celul ésicas (Andreaus, Ramos e Cavaco-
Paulo, 2000).

As pB-glicosidases possuem aplicacbes na industria de bioetanol, de
alimentos onde atuam na remoc&o de sabores amargos e adstringentes, como redutor de
viscosidade, além de possuir grande potencial biologico no campo medicina (Bhatia,
Mishra e Bisaria, 2002).

O uso de residuos lignocelulésicos visando a produgdo de etanol requer
etapas sequenciais de pré-tratamento para desestruturacdo do material, sacarificagdo
enzimética e fermentacdo. Contudo, algumas dessas etapas ainda séo ineficientes e
requerem investimentos em procedimentos e equipamentos, sendo que 0 maior obstaculo
encontrado ao longo do processo de producdo de bioetanol esta relacionado a converséo
das fibras que compdem a parede celular vegetal em aglcares simples, devido a
recalcitrancia desses materiais que impede a acéo eficiente das enzimas. Parte desses
problemas podem ser minimizados se houver métodos eficientes que facilitem o acesso
da enzima as fibras, melhorem o desempenho das enzimas e reduzam os custos de
producdo das mesmas (Wei et al., 2009).

Os residuos agro-industriais utilizados sdo geralmente considerados os
melhores substratos indutores de enzimas lignoceluloliticas. Na natureza, ha muitos
microrganismos capazes de crescer nesses materiais, principamente os fungos
filamentosos capazes de secretar enzimas que atuam na degradacdo da matriz
lignocelulosica (Visser et al., 2011).

A maioria das celulases comerciais é produzida por fungos mesofilos,
entretanto 0s processos industriais operam a altas temperaturas e a aplicagdo de enzimas
produzidas por microrganismos termofilos parece mais vantajosa (Mamma et al., 2009),
umavez que estes sdo capazes de produzir hidrolases com caracteristicas como atividade
Otima em temperaturas elevadas, termoestabilidade em uma ampla faixa de pH e altas
taxas de hidrdlise do substrato (Gomes et al., 2007; Pandey et al., 2000).

Os fungos termofilicos produzem enzimas termoestaveis que sdo
normalmente mais robustas, sendo mais resistentes ao pH e reagentes quimicos em meios
de reacdo, por sua vez, estas também promovem a hidrolise a altas temperaturas. A
termoestabilidade enzimética € uma caracteristica vantgjosa, pois esta aumenta a

vel ocidade de reac&o e diminui a contaminag&o por microrganismos mesofilicos do meio,
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ocasionando melhoramento das técnicas e viabilidade econdémica (Merheb-dini et al.,
2009).

O fungo termdfilo Myceliophthora thermophila tem mostrado habilidade
na degradacdo da biomassa vegeta quando cultivado em materiais lignocelul 6sicos,
sendo relatada principal mente a producéo de xilanases (Badhan et al., 2007). Apesar disto
ainda faltam estudos mais evidentes das condi¢bes que maximizem a producéo de cada
uma das enzimas e da potencialidade das mesmas na hidrdlise de polissacarideos, tanto
na forma bruta como purificada.

Dependendo do tipo de estudo que se pretende realizar e do produto final
gue se desgja obter, 0 uso do extrato bruto obtido do cultivo de fungos pode influenciar
negativamente nos resultados. Assim, uma saida para aumentar a eficiéncia catalitica,
diminuir os produtos indesgjaveis e aumentar a reprodutibilidade do processo seria a

utilizacdo de enzimas puras.

2. Revisdo Bibliografica

2.1 A biomasssa lignocelul6sica

O teor, a proporcéo e a estrutura quimica dos diferentes componentes do
lignocelul6sico podem variar de acordo com sua espécie. Em geral sdo classificados em
duros (hardwood) que sdo provenientes de angiospermas ou moles (softwood)
proveniente de gimnospermas. (Fengel e Wegener, 1989, Higuchi, 1985)

As paredes celulares dos vegetais diferem de acordo com suas fungdes.
Suarigidez se deve a uma rede de microfibrilas entrelagadas por uma matriz de proteinas
e diferentes polissacarideos (Figura 1). Os principais componentes da madeira séo
celulose, hemicelulose e lignina. Além desses, em muitas espécies, outros componentes
quimicos coletivamente chamados de extrativos estéo presentes. A composi¢do dos trés
principais componentes da célula vegetal varia, mas juntos eles correspondem cerca de
90% do seu peso seco (Wiselogel, Tyson e Johnson, 1996).

A célula vegeta deposita a sua parede em varias camadas. A primeira é a
lamela média constituida principamente de lignina depositada durante a divisdo celular.

Sobre a lamela média depositam-se as primeiras camadas de celulose formando as
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microfibrilas que constituem a parede celular priméria, que é continuamente depositada
durante o crescimento em areada célula.

Apés a fase de crescimento celular ser completada, a parede celular
secundéria é depositada apresentando maior homogeneidade em sua constituicdo. A
microscopia desta camada revelou trés diferentes estruturas constituidas de microfibrilas
de celulose, depositadas em diferentes orientagcGes nas regides cristalinas (Fengel e
Wegener, 1989).

Em geral as paredes celulares consistem basicamente de 50-80% de
celulose, 5-30% de hemicelulose e 15-35% de lignina (Fengel e Wegener, 1989).

- Celluluse
micrafibeil

. *Hemicellulose
Plasma ——

ombRane

= Soluble protein

Figura 1. Esquema da parede celular vegetal (Sticklen, 2008).

A celulose, 0 maior componente do material lignocelulésico € o mais
abundante polissacarideo renovavel daterra. Ela & um homopolimero linear de moléculas
de glicose unidas por ligagdes 3-1-4 ligadas por pontes de hidrogénio e forcas de Van der
Waals, portanto sua estrutura supramolecular depende da estabilizacdo decorrente de
ligacOes de hidrogénio inter e intramoleculares (Fengel e Wegener, 1989). Estritamente a
celulose é constituida por unidades monomeéricas de celobiose (Figura 2).

< “'
HOY HO Qq Ho OH
MD\ZF]
OH OH
OH
e —
celobiose

Figura 2. A estruturada celulose (Martins, 2005)
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Feixes de moléculas de celulose se agregam na forma de microfibrilas, nas
quais regifes cristalinas se aternam com regides amorfas. As microfibrilas constroem
fibrilas e estas as fibras celulésicas. Como consequéncia dessa estrutura fibrosa, a
celulose possui ataresisténcia a tragdo e insolubilidade na maioria dos solventes (Fengel
e Wegener, 1989).

Uma vez que a estrutura das fibras celulosicas naturais € bastante
heterogénea, é |6gico supor gque existam regides de variavel acessibilidade aos reagentes
quimicos e/ou preparacOes enziméticas. Na estrutura cristalina da celulose, todas as
reacOes das microfibrilas se iniciam na superficie e continuam para o interior das
mesmas. O inchamento da celulose aumenta a acessibilidade de reagentes e, como
consegquéncia, a reatividade. Por essa razdo, geralmente utilizam-se solucfes causticas
para a inducdo desse fenbmeno. Os pré-tratamentos para inchamento das fibras sdo
préticas usuais na industria de derivados de celulose. O inchamento, principalmente o
intra-molecular, expde as superficies das fibrilas aos reagentes e assim cada fibrila reage
ao longo de seu comprimento (Klock et al., 2005).

A hemicelulose ou poliose, 0 segundo maior constituinte do
lignocelul6sico é composto pelos aglcares glicose, manose, gal actose (hexoses), xilose e
arabinose (pentoses) (Figura 3), podendo ainda apresentar quantidades variaveis de
&cidos urénicos ou desoxi-hexoses em alguns tipos de madeiras. Esses agUcares estéo
unidos por ligagdes glicosidicas -1-4 e algumas vezes por -1-3, apresentam-se naforma
de heteropolimeros ramificados com menor grau de polimerizacdo do que a celulose,
atuando como uma interface entre a celulose e alignina (Saha, 2003).

A estrutura priméria das hemiceluloses depende de sua origem.
Frequentemente duas ou trés diferentes hemiceluloses ocorrem na mesma planta, mas em
diferentes proporcgdes (Kubicek e Pentilla, 1998). As hemiceluloses de gramineas (Figura
4) e de residuos de cereais sd0 geralmente caracterizadas pela presenca de arabinoxilanas
e xiloglucanas, enquanto que o maior componente nas madeiras duras € a 4-O-metil-
glucuronoxilanas e nas madeiras moles gal actoglucomanana (Biely e Tenkanen, 1998).

Dentre as hemiceluloses a maior classe € a da xilana constituida de uma
cadeia com ligagcdes B-1-4 de unidades de xilose aleatoriamente substituida com 4-O-
metil-D-glucurdnico e L-arabinofuranose, e também com grupos acetil em madeiras
duras. Como os demais polissacarideos de origem vegetal, a xilana apresenta grande

variabilidade quimica e molecular, tipos de ramificacdo e graus de polimerizacdo que
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varia de espécie para espécie, o que esta relacionado as funges em cada uma das plantas
resultando em propriedades fisicas e quimicas distintas (Puls e Schusei, 1993).

Diferentemente da celulose, a estrutura hemicelul ésica ndo contém regides
cristalinas, sendo portanto mais susceptiveis a hidrélise quimica sob condi¢bes mais
brandas. Entre a celulose, lignina e as hemiceluloses ocorrem interagdes coval entes e ndo
covalentes, as quais sG0 importantes para adesdo e coesdo das fibras, manutencéo da
integridade da parede celular vegetal e protecdo da celulose contra o ataque de celulases
(Prade, 1995; Uffen, 1997; Beg et al., 2001).

OH
Ho 8 HO )
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HO Ny 7 OH HO OH
] 0 OH
1 e OH 3
OH OH

HO s HO T 1,0~ D-_<. =t
'S E L OH H3C T——
.
HO OH HO OH HO Y OH

OH
4 :
Figura 3. Monossacarideos constituintes das hemiceluloses. D-glicose (1), D-galactose
(2), L-arabinose (3), D-xilose (4), D-manose (5), 4-O-metil-D-glucurénico (6), L-
ramnose (7) (Martins, 2005)

2 OH

Figura 4. Representacdo esquemética de uma xilana de graminea. 1,4 D-xilopiranose (1),
L-arabinose (2), &cido 4-O-D-metil-a-glucurdnico (3), grupo acetil (4) (Pitarello, 2007)

A lignina esta presente nos materiais lignocel ul ésicos na propor¢do de 15 a
35% (Buranov e Mazza, 2008) agindo como material adesivo, agente de enrijecimento e

barreira contra degradacdo enzimética ou microbiana da parede celular (Fengd e



20

Wegener, 1989). Ela é definida como uma matriz amorfa ndo polissacaridica cuja
biossintese resulta da condensacdo de vérias formas ressonantes de radicais livres,
gerados a partir da oxidac&o de derivados do acool p-hidroxi-cindmico com varios graus
de metoxilacdo (Fengel e Wegener, 1989).

Os diferentes tipos de acoplamento entre os precursores dao origem a
vérios tipos de ligagdes entre as unidades fenilpropano. Em contraste com a celulose e a

hemicelulose, alignina ndo € composta de unidades repetidas (Figurab).
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Figura5. Modelo de uma estrutura de lignina (Fengel e Wegener, 1989).

Finalmente, os componentes de menor massa molar ndo residem na parede
celular da planta e dividem-se basicamente em duas classes. A primeira engloba materiais
conhecidos como extrativos por serem extraiveis em agua, solventes organicos neutros ou
volatilizados a vapor. A segunda classe sd0 solventes ndo comumente extraiveis com o0s
agentes mencionados, tendo como exemplo, compostos inorganicos, cinzas, proteinas e
substancias pécticas. Esses congtituintes sdo responsaveis por determinadas
caracteristicas da planta como a cor, o cheiro, a resisténcia natural ao apodrecimento, o

sabor e suas propriedades abrasivas.
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2.2 Enzimas envolvidas na degradacdo dos polissacarideos presentes na

parede celular dosvegetais

Devido a sua congtituicdo fisica e ao fato de que na natureza a celulose
ocorre sempre associada a lignina e a hemicelulose, a degradacdo completa dos materiais

lignocel ul 6sicos requer agdes coordenadas de vérias enzimas (Kubicek, 1992).

2.2.1 Celulases

As celulases sdo0 sintetizadas por uma grande diversidade de
microrgani smos durante seu crescimento em materiais celulésicos (Szijarto et al., 2004).

A degradacdo da celulose ocorre pela agdo de trés classes principais de
enzimas que atuam sinergicamente causando a hidrdlise da celulose até glicose (Kuhad,
Singh e Eriksson, 1997). Estas classes de enzimas hidroliticas compreendem as endo-1,4-
B-glucanases (EC 3.2.1.4), as exo-1,4-B-glucanases ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91) e
as 1,4-B-glicosidases (EC 3.2.1.21) (Sinsabaugh e Liptak, 1997; Ubhayasekera et al.,
2005). Tém-se assumido como verdadeiro esse modelo de biodegradacéo de celulose para
a maioria dos fungos, porém sabe-se que existem algumas espécies deficientes na
producdo de exo-1,4-B-glucanases e B-glicosidase, ficando limitada a biodegradacéo
completa do polimero pelaviaenzimética (Kubicek, 1981).

Celulases e outras glicosideo hidrolases (GHs) foram classificadas em
familias e estruturamente relacionadas no banco de dados CAZy (www.cazy.org.br),
baseadas nas sequéncias de similaridades de aminoécidos, tdo bem quanto nos padrdes de
seus residuos hidrofdbicos, do seus enovelamentos e mecanismos que tem sido
constantemente atualizados nesse banco desde 1988 (Levasseur et al., 2013). A eficiente
degradacdo da celulose geralmente tem ao menos um membro da glicosideo hidrolase da
familia 7 (Ubhayasekera et al., 2005).

Algumas destas enzimas, sd0 compostas por dois dominios distintos: um
pequeno chamado médulo de ligacéo de celulose (CBM) que é conectado por uma cadeia
polipeptidica flexivel ao dominio catalitico (DC), que abriga o sitio ativo (SA). O sitio
ativo possui como funcdo a hidrdlise das ligagdes glicosidicas da celulose e cada classe
das enzimas possui uma forma diferente de sitio ativo, permitindo a hidrélise de ligacOes

localizadas em regibes distintas do substrato. O CBM esta associado a adsor¢do da
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enzima ao substrato, permitindo o0 aumento da concentracéo das celulases na superficie da
celulose atraveés de interacdes ndo coval entes (Palonen et al., 2004).

As exoglucanases (cel obiohidrolases) atuam nas extremidades da cadeia de
celulose, produzindo magjoritariamente celobiose, além de glicose e celotriose (Zandona
filho, 2001). As exoglucanases principais s8o a CBH | e CBH 11, que hidrolisam a cadeia
de celulose a partir das extremidades redutora e ndo-redutora, respectivamente.

O sitio ativo das celobiohidrolases possui uma forma de tinel por onde a
cadeia de celulose penetra e sofre hidrélise de suas ligagdes glicosidicas terminais,
liberando na sua maioria celobiose. O CBM é constituido por 35 aminoacidos, na CBH |
e 44 na CBH Il que promovem a adsor¢éo da proteina ao substrato, permitindo melhor
aproximacdo do polimero de celulose ao sitio ativo (Hui, White e Thibault, 2002). Essa
adsorcéo acorre através dainteracdo de residuos de tirosina do CBM com as unidades de
glucopiranose presentes na celulose (Martins, 2005).

As endoglucanases clivam a cadeia de celulose aleatoriamente, criando
novas extremidades de cadeia (Sanchez, 2009). Estas enzimas hidrolisam a celulose
amorfa e celuloses quimicamente modificadas (solUveis), como carboximetilcelulose
(CMC) e hidroxietilcelulose (HEC). A celulose cristalina e o algoddo, substratos com
elevado grau de cristalinidade, s&o menos hidrolisados devido a0 maior grau de
organizagdo molecular que apresentam (Medve, 1997; Zandona filho, 2001).

O sitio ativo das endoglucanases possui uma forma de chave, que
possibilita a acdo da enzima ao longo da cadeia de celulose e reduz seu grau de
polimerizacdo consideravelmente (Martins, 2005). As regibes amorfas, com menor
organizagdo estrutural, sGo mais facilmente atacadas, pois suas cadelas ndo possuem
ligacBes intermoleculares de hidrogénio tdo fortes quanto as que ocorrem nas regides
cristalinas. Assim, o atague das endoglucanases leva a uma maior exposicao das ligagoes
glicosidicas maisinternas das cadei as de celulose.

As exoglucanases ndo atuam sobre celuloses sollUveis por haver um
impedimento estereoquimico causado pelos grupos substituintes (Martins, 2005), atuando
sobre celulose cristalina, produzindo uma reducéo lenta e gradual do seu grau de
polimerizacdo. Deste modo, ensaios de atividade sobre Avicel e papel de filtro
caracterizam as exoglucanases (Martins, 2005), enquanto que para a atividade de
endoglucanases usa-se CMC (Sanchez, 2009), tornando possivel a diferenciacdo entre

€Ssas enzimas.
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As B-glicosidases, que ndo sdo consideradas celulases legitimas por agirem
sobre substratos sollveis, apresentam importantissima contribuicéo para a eficiéncia da
hidrolise da celulose por possuirem a funcdo de hidrolisar a celobiose gerada pelas
cel obiohidrolases e endoglucanases em glicose, ja que a celobiose € um potente inibidor
competitivo das cel obiohidrolases (Medve, 1997; Mufioz et al., 2001), sendo seu acumulo
no meio reacional fator limitante para aincompleta hidrolise do polimero de celulose.

O sistema de classificagcdo das B-glicosidases ainda ndo estd bem definido,
entretanto, é baseado na especificidade da enzima a seus substratos, sendo dividas em 3
classes: (1) aril- B-glicosidases, (2) celobiases verdadeiras e (3) enzimas com ampla
especificidade a substratos, na qual sdo ativas a uma grande faixa de substratos. Um outro
esquema de classificagdo é baseado na similaridade das sequéncias e enovelamentos das
B-glicosidases (Bhatia, Mishra e Bisaria, 2002).

As B-glicosidases estdo classificadas como GHs familias 1 e 3. Ambas
compreendem enzimas gue hidrolisam seus substratos com a conservacéo do carbono
anomérico (Withers e Street, 1989), sendo as B-glicosidases da familia 3 presentes em
bactérias, fungos e leveduras.

A aplicagdo das B-glicosidases requer producdo em larga escaa e um
detalhado conhecimento de seus mecanismos de reagéo. Para tal objetivo pesguisadores
procuram entender as bases moleculares da extensa especificidade a substratos e
caracteristicas estruturais. A identificacdo de residuos presentes no sitio ativo € de
consideravel importancia para revelar a relacéo entre estrutura-funcdo tdo bem quanto o
desenho de enzimas mutantes com caracteristicas melhoradas (Bhatia, Mishra e Bisaria,
2002).

2.2.2 Hemicelulases

As enzimas que hidrolisam a hemicelulose podem ser divididas em dois
grupos, as que sdo capazes de degradar a cadeia principa e as que degradam as cadeias
laterais (Kuhad, Singh e Eriksson, 1997). Portanto, a hidrdlise das hemiceluloses ocorre
de maneira aeatéria, produzindo oligossacarideos lineares e ramificados. Estes Ultimos
podem apresentar cadeias laterais de arabinofuranose, &cido glucurénico ou écido 4-O-
metil glucurénico. Devido a complexa estrutura das hemiceluloses, diferentes tipos de

enzimas sao requeridos para a sua modificagéo e degradacdo. Um sistema, incluindo endo
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e exoxilanases, mananases, B-xilosidades, a-glucuronidases e o-arabinofuranosidases,
torna-se necessario para a hidrélise completa desses polissacarideos (Biely, 1985).
Formas multiplas de cada classe de enzimas podem ocorrer e estas podem cooperar na
hidrdlise do substrato (Biely et al., 1997; Wong, Tan e Saddler, 1988).

A atividade das xilanases é altamente dependente da presenca de enzimas
capazes de degradar as cadeias laterais. A hidrélise de diferentes xilanas por Xilanases
gera varios produtos, os quais se diferem pelas quantidades de xiloses, xilobioses e
xilotrioses, assim como pela natureza dos aguicares substituidos.

A principal enzima para a despolimerizacéo da xilana é a endo-1,4-B-
xilanase (EC 3.2.1.8). Sua agdo ocorre na cadeia principal da xilana, gerando
xilooligassacarideos menores, substituidos ou ndo, que serdo clivados pela exo-1,4-B-
xilanase (Biely, 1985). Os substituintes s&o ab mesmo tempo liberados por esterases e
glicosidases correspondentes, por exemplo: residuos de a-L-arabinosil por o-L-
arabinofuranosidade (EC 3.2.1.55) (Faulds et al., 2006), residuos de 4-O-metil-D-
glucuronosil ou D-glucuronosil por a-glucuronidase (EC 3.2.1.139), residuos acetil por
acetilesterases (EC 3.1.1.6). Enzimas acessbrias como as feruloil esterases (FAE; EC
3.1.1.73) podem também agir com as Xilanases para clivar as pontes ferulicas e/ou
diferdlicas entre as cadeias de xilana e ade lignina (Tabka et al., 2006; Vardakou et al.,
2004). Os dimeros de xilose sdo geramente clivados pela B-xilosidade (EC 3.2.1.37),
liberando D-xilose como Unico produto da hidrélise. A B-xilosidade é importante quando
a hidrolise completa da xilana é requerida (Biely, 1985). As hemicelulases também
compdem a classe das glicosideo hidrolases.

As ligagbes da hemicelulose ndo sdo todas equivalentes e igualmente
acessivels para as enzimas Xxilanoliticas. Além disso, a estrutura da hemicelul ose também
muda durante a hidrdlise devido a retirada de substituintes e diminui¢éo do tamanho da
cadeia (Wong, Tan e Saddler, 1988).

As xilanases sdo classificadas como sendo principalmente GHs familias 10
e 11, porém ainda sdo encontradas em menor nimero xilanases nas familias 5, 7, 8 e 43,
classificagé@o que se baseia nas propriedades estruturai s e na sequéncia de aminoacidos do
dominio catalitico, como mencionado para as B-glicosidases (Collins , Gerday e Feller,
2005).

As xilanases da familia 10 ndo sdo muito especificas hidrolisando além da

xilana, uma série de outros substratos. Elas clivam a cadeia de xilana a partir do terminal
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ndo-redutor e liberam xilose, xilooligossacarideos lineares e ramificados, sendo mais
ativas em xilooligossacarideos de cadeia curta, indicando que contem sitio catalitico
pequeno. Em geral, apresentam massa molecular maior do que 30 KDa e baixo ponto
isoelétrico (Byely et al., 1997; Collins, Gerday e Feller, 2005).

As xilanases dafamilia 11 sdo consideradas xilanas verdadeiras, pois agem
exclusivamente em xilanas, tendo portanto, pouca versatilidade catalitica. S& mais
atrativas em xilanas de cadeias longas e apresentam massas molares geralmente abaixo de
30 kDa e alto ponto isoelétrico (Collins , Gerday e Feller, 2005; Christakopoulos €t al.,
2003).

Duas xilanases, Xil la e Ilb foram isoladas quando sabugo de milho foi
cultivado por fermentacdo soOlida com o fungo termofilico Myceliophthora sp IMI
387099, suas massas molares foram aproximadamente iguais a 53 kDa e 0s pontos
isoelétricos 5,2 e 4,8 respectivamente (Chadha et al., 2004). Quando palha de arroz foi
fermentada também em sistema solido foram produzidas trés xilanases, com 47, 41 e 30,1
kDa e pontos isoelétricos de 3,5, 4,8 e 5,2 respectivamente (Badhan, Chadha e Saini,
2008). Outro extrato proveniente de fermentagcdo solida em palha de arroz foi analisado
por zimograma sendo detectadas seis isoformas de xilanase, ja em palha de trigo quatro
isorformas foram detectadas, trés em sabugo de milho e bagaco e duas em farelo de trigo
(Badhan et al., 2004). Um outro trabalho também realizado por Badhan e colaboradores
(2007) que avaliou o complexo enzimético celulolitico e hemicelulolitico do
Myceliophthora sp IMI 387099 mostrou que o tipo de substrato usado influencia o
numero e a intensidade das isoformas expressas de endoglucanase e xilanase, neste a
paha de arroz induziu quatro endoglucanases quando comparada a duas e a uma enzima

Induzida na presenca de palha e farelo ambos de trigo, respectivamente.

2.2.3 Atividades Auxiliares

Décadas de pesquisas na degradacdo da parede celular de plantas tem
progressivamente revelado as atividades enzimaticas envolvidas na lise da biomassa. As
enzimas envolvidas na quebra dos polimeros de carboidratos e glico-conjugados estéo
classificadas no banco de dados CAZy (www.cazy.org.br) que atualmente incorpora mais
de 300 sequéncias de familias subdivididas em glicosideo hidrolases (GHs),

glicosiitransferases (GTs), polissacarideo liases (PLs), carboidrato esterases (CEs) e
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modulos de ligacéo de celulose (CBM). No entanto, um grande nimero de carboidrato
oxidases tem sido identificadas, sendo proposto pela literatura dois tipos de sistemas
degradadores da parede celular de plantas, (i) o sistema classico hidrolitico responsavel
pela degradacéo de carboidratos e (ii) o sistema lignocelulolitico que envolve uma série
de enzimas especificamente oxidativas que interagem de forma cooperativa e sinérgica
gudando o sistema enzimético hidrolitico (GHs, PLs e CES) no ganho de acesso aos
carboidratos encrustados na parede celular da biomassa (Horn et al., 2012; Levasseur et
al., 2013).

Com isso, uma nova classe de enzimas chamada de Atividades Auxiliares
(AAS) foi criada no banco de dados do Cazy, sendo esta uma extensa classe de modulos
ndo estritamente restritos a um simples mecanismo catalitico ou especificos substratos,
gue sdo caracterizadas e atualizadas no banco de dados pelas suas relevancias
bioquimicas e similaridades com modelos considerados ancoras funcionais. A atua
classificacéo das AAs é dividida em 11 familias incluindo as subfamilias das familias
AA1l, AA3 e AA5 (Tabelal) (Levasseur et al., 2013).

Dentre a nova AA classe, as LPMos anteriormente classificadas como
GHG61 (Harris et al., 2010) e as celobiose desidrogenases (CDH) vem sendo as enzimas
mais amplamente estudadas. Por um longo periodo de pesquisas as LPMos familia AA9
foram reportadas por possuirem baixa atividade de endoglucanase, entretanto estudos
reportaram que alguns membros da glicosideo hidrolase familia 61 podiam dinamizar a
atividade de celulase resultando no aumento da conversdo da biomassa vegetal (Merino e
Cherry, 2007), aumentando o interesse da massa pesguisadora na resolucéo e
entendimento dessa familia.

GH61s de Thielavia terrestris (sinbnimo de M. thermophila e
Soorotrichum thermophile) e de Thermoascus aurantiacus identificadas como enzimas
em ganho de conversdo do lignocelulésico foram incorporadas ao genoma de
Trichoderma reesei para se conseguir melhoramento na eficiéncia celulolitica (Harris et
al., 2010) e descobriu-se que o ganho em conversdo é dependente da presenca de ions
metalicos, sendo o ganho eliminado quando a mistura contendo somente celulases
hidroliticas e GH61 foi aplicada sobre substratos compostos somente de celulose. Alguns
trabalhos correlacionaram esses efeitos com o conteldo de lignina e a atividade

antioxidante dos materiais lignocelulésicos. Muitas hip6teses foram langadas, mas
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nenhuma definitiva resposta foi dada considerando a interpretacdo do aumento de
conversdo (Dimarogona, Topakas e Christakopoul os, 2013).

As CDHs sdo proteinas mondmericas que contém FAD e o grupo
prostético heme b localizados em dois distintos dominios conectados por um link moével
(Harreither et al., 2011) e sdo capazes de solubilizar celodextrinas, manodextrinas e
lactose eficientemente a suas correspondentes lactonas por um ciclo catalitico onde dois
elétrons obtidos do sacarideo sdo estocados no FAD e depois transferidos para dois
aceptores de elétrons. A enzima usa um grande espectro de aceptores de elétrons
incluindo quinonas, fenoxiradicais, Fe™, Cu™ e o fon triiodino (Henriksson, Johansson e
Pettersson, 2000). O exato papel bioldgico da CDH ndo esta ainda totalmente elucidado,
no entanto alguns trabalhos apontam para sua participagéo na degradagéo e modificacéo
de polimeros de celulose, hemicelulose e lignina tanto pela geragdo de radicais livres via
reacdo de Fenton (Kremer e Wood, 1992), quanto também atuando como um importante

componente do sistema lignocelulolitico (Harreither et al., 2011).



Tabela 1. Divisdo das subfamilias e atividades da classe AA.

28

(Sub)familias Atividade E.C.
AAl Multicopper oxidase
AAl 1 Lacase 1.10.3.2
AAl 2 Ferroxidase 1.10.3.2
AAl1 3 Lacase-like multicopper oxidase 1.10.3.2
AA2 Class |1 peroxidase
Manganés peroxidase 1.11.1.13
Lignina peroxidase 111.1.14
Versatil peroxidase 1.11.1.16
AA3 GMC oxidoredutase
AA3 1 Celobiose desidrogenase 1.1.99.18
AA3 2 Aril-alcool oxidase/Glicose oxidase 1.1.3.7/1.1.34
AA3 3 Alcool oxidase 1.1.3.13
AA3 4 Piranose oxidase 1.1.3.10
AA4 Vanilil alcool oxidase 1.1.3.38
AA5 Radical-copper oxidase
AAS5 1 Glioxal oxidase 1.1.3.-
AAS5 2 Galactose oxidase 1.1.39
AAG6 1,4-Benzoquinona redutase 1.6.5.6
AA7 Glicooligossacar ideo oxidase 1.13-
AA8 Dominio deferroredutase
AA9 L itica polissacar ideo monooxigenase (GH61) 1.-.-.-
AA10 L itica polissacar ideo monooxigenase (CBM 33) 1-.-.-
AA1l L itica polissacar ideo monooxigenase 1.-.-.-

Fonte: Levasseur, 2013 (atualizado pelo CAZy). Expansion of the enzymatic

repertoire of the CAZy database to integrate auxiliary redox enzymes.

Evidéncias da existéncia de um mecanismo entre as atividades de CDH e

GH61 tem sido discutidos por Langston (2011) que avaliou a combinacdo das enzimas

GHG61 e CDH de Thielavia terrestris observando o aumento da conversdo de celulose

pelo coquetel contendo celulases hidroliticas, além da liberacdo de diferentes

oligossacarideos quando a mistura GH61 e CDH estava presente, demonstrando
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evidéncias da presenca do sistema celulolitico oxidativo em paradelo as celulases
hidroliticas (Langston et al., 2011).

2.2.4 Sinergismo

O sinergismo ocorre quando o efeito de duas ou mais enzimas atuando em
cooperacdo € maior do que o efeito de enzimas individuais. Estudos mostraram que a
degradacéo da celulose cristalina n&o ocorre quando os componentes do sistema
celulolitico estdo presentes individualmente no meio, no entanto quando estéo
combinados agem de maneira sinérgica tornando a celulose sollvel. Ensaios realizados
com 0 progresso cinético da hidrdlise de algoddo pela acdo de celobiohidrolases,
endoglucanases e combinagbes de CBH Il com outras enzimas de C. lucknowense
mostraram que enzimas individuais ndo puderam hidrolisar o algodéo eficientemente
(Gusakov et al., 2007).

A extensdo do sinergismo é geralmente expresso em termos do chamado
grau do sinergismo, que € a razdo da atividade observada da mistura enzimética pela
soma das atividades dos componentes separados. O grau de sinergismo € dependente de
véarios fatores, incluindo o tipo de substrato, a natureza da celulase e a concentracéo dos
componentes na mistura enzimética (Woodward, 1991). Quatro tipos de sinergismos tem
sido reportados entre celulases de fungos. (1) endo e celobiohidrolase (2) duas
celobiohidrolases distintas (3) entre B-glicosidase e endoglucanases e (4) entre -
glicosidase e celobiohidrolase (Zhang e Lynd, 2004).

Para a eficiente hidrdlise da hemicelulose € necesséria a acéo sinérgica de
enzimas que clivam tanto as cadeias principals quanto as laterais. Devido a hemicelulose
apresentar estrutura heterogénea, 0 sinergismo entre as hemicelulases fica mais
dificultado do que entre as celulases. Pode ocorrer também atuacéo sinérgica das enzimas
do complexo celulolitico com o hemicelulolitico, pois a suplementacdo do coquetel
celulolitico com xilanase aumenta a digestibilidade da celulose presumivelmente devido
as fibras de celulose ficarem mais expostas apOs a acdo de enzimas do complexo
hemicelulolitico.

Uma explicagdo satisfatéria em relacdo as especificidades dos
componentes do sistema hemicelulolitico, 0 seu modo de ataque e a significancia da acéo

sinérgica tém levado a trabalhos considerdaveis de clonagem de genes, andlises de
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sequéncias e analises estruturais para celulases fungicas e bacterianas (Archer e Wood,
1994).

2.3 Producéo de enzimas por Fer mentacdo Submersa

Atualmente os fungos filamentosos tornaram-se grande objeto de estudo
devido as suas capacidades em produzir uma ampla faixa de enzimas e metabdlitos com
valores agregados a partir de residuos agroindustriais. O problema encontrado € que o0s
niveis de producéo protéica por fungos em processos fermentativos apresentam baixos
niveis de concentracdo alcancando poucos miligramas por litro de meio de cultura
(Gouka, Punt e Van Den Hondel, 1997).

Estudos mostraram que 0 gene de expressdo e secrecdo de proteinas
fermentadas no estado solido sdo muito diferentes daquelas produzidas em fermentacéo
submersa (Iwaihiia et al., 2002). Por exemplo, na fermentacdo submersa agumas
atividades enziméticas sdo encontradas principalmente na parede celular do micélio,
entretanto em fermentacdo soOlida essas atividades sdo observadas no meio, enquanto
peguena atividade é observada na parede celular (Iwaihiia et al., 1998; Hashimoto et al.,
1999), sugerindo que a secrecdo de proteinas € afetada pelas condigdes de cultura. Sabe-
Se que a via de secrecdo de proteinas realiza as funcdes de enovelamento e glicosilacéo e
gue a parede celular atua como uma barreira para as proteinas secretadas e muitas
enzimas fungicas sdo parcialmente associadas a parede celular (Gordon et al., 2000;
Archer e Peberdy, 1997).

Mesmo com ata secrecdo, uma consideravel perda no rendimento da
fragdo protéica pode ocorrer devido a degradacao por proteases extracelulares, sendo este
um dos maiores problemas em relacdo a eficiéncia da producéo das proteinas heterdlogas
(Wang et al., 2005). A repressao catabolica € um outro aspecto que deve ser analisado no
desenvolvimento do bioprocesso. Embora a maioria dos processos descritos seja em
batelada, atencdo tem sido dada ao processo descontinuo-alimentado com relatos de
aumento da producdo proteica ou entdo 0 emprego do processo continuo que
supostamente auxilia na reducdo da repressdo a partir da remocéo do agUcar redutor
acumulado (Bailey e Tahtiharju, 2003; Ju e Afolabi, 1999; Schafner e Toledo, 1992).

Para melhorar a producdo proteica, muitas estratégias tém sido

desenvolvidas, entre elas 0 uso de ferramentas genéticas e modificagdes no
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desenvolvimento e controle do bioprocesso. Na industria, 0 sistema de fermentacéo
submersa é geralmente o mais empregado devido as facilidades no aumento de escala,
facil manuseio e monitoramento dos parametros fermentativos que incluem o meio de
cultivo, o indculo, o pH, a temperatura, a agitagdo e a aeragdo que afetam
significativamente o crescimento e a producéo enzimatica (Wang et al., 2005; Singhania
et al., 2010).

2.4 Pré-tratamento da biomassa

Materiais lignocelulésicos sG0 muito resistentes a0 ataque enzimatico,
desta maneira pré-tratamentos sdo realizados nos mesmos para se tentar aumentar a
degradabilidade enzimatica. O avo do prétratamento é modificar a estrutura do
lignocelulésico e remover hemicelulose e/ou lignina, assim reduzindo a quantidade de
enzimas necessarias para a hidrolise e favorecer o acesso das enzimas a microfibrila de
celulose (Jeoh et al., 2007).

Varios tipos de pré-tratamentos, incluindo tratamentos fisicos, biolégicos,
quimicos e a combinagdo destes tem sido investigada (Duff e Murray, 1996; Alviraet al.,
2010). Os métodos mais avaliados até agora sdo explosdo a vapor, tratamento alcalino
usando lime ou amobnia, fibra explodida por ambénia (AFEX), oxidacdo Umida e
tratamento com &cido diluido. Tratamento alcalino e AFEX principalmente removem
parte da lignina e sdo eficientes para residuos agroindustriais. Por outro lado, explosdo a
vapor, oxidacdo umida e o tratamento com acido diluido atuam principa mente na fragcéo
da hemicelulose, e sdo usados tanto para pré tratar residuos agroindustriais quanto
madeira (Rocha et al., 2011). Na explosdo a vapor, uma das técnicas mais utilizadas, a
biomassa € sujeita a um vapor saturado a alta pressdo e a altas temperaturas (~200°C) por
um certo periodo de tempo, ocorrendo a hidrolise da maior parte da hemicelulose. Em
adicdo, alignina pode também ser parcialmente hidrolisada por catalise &cida ou alcalina.

De maneira geral 0s pré-tratamentos quimicos tém recebido mais atencdo
devido aos fisicos serem relativamente ineficientes e os combinados raramente
melhorarem a digestibilidade (Rabelo, Maciel Filho e Costa, 2008).

Desde que diferentes materiais lignocelulosicos possuem diferentes
caracteristicas fisico-quimicas, € necessario adotar a adequada tecnologia baseada nas

propriedades da biomassa bruta. Além disso, a escolha de certo pré-tratamento tem um
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grande impacto em todos subsequentes passos em termos da digestibilidade da celulose
pelo complexo enzimético, da geracdo de compostos toxicos potencialmente inibitdrios
para o coquetel de enzimas, para leveduras na fermentacdo alcoolica, além da demanda
de energia no processo de downstream e no tratamento da agua residual (Alvira et al.,
2010).

2.5 Cinética enzimética

2.5.1 Aspectos gerais

Baseando-se em Doran (2002), Blanch e Clark (1997) e Dixon e Webb
(1979), a cinética de um grande nimero de enzimas pode ser predita pelo modelo
matemético de Michaelis e Menten. Neste tipo de modelo, encaixam-se as reagdes onde
ha saturacéo a um determinado valor de substrato oferecido, ou segja, ndo ha incremento
na vel ocidade de reacdo independente do aumento de substrato. Porém, quando a partir de
um determinado valor, a quantidade de substrato causa inibi¢&o na velocidade da reacéo,

0 modelo pode ser predito pela equagdo 01:

V I‘N] v

i =
1 B . Bl K, 0D
Ihl||+l{| i+[\" l K. |‘\]
Para altas concentracbes de substrato, tem-se que 1 + % > % e a

equacdo (01) torna-se inversamente dependente da concentragdo do substrato assumindo

Vmax
1+[S]/Ki

aforma v = . No intervalo em que [S] € menor gque o valor da constante de

inibicdo K;, a equacdo assume a forma predita pelo modelo de Michaelis-Menten
podendo-se assim obter os parametros Vi € K. O ponto onde a primeira derivada é

nulaindicao valor S correspondente ao ponto de inflex&o que possibilitao calculo de K,

umavez que:
-2

_ ax d_y _ a0—- . ~ . .

Y S rmae T & s —(b+x+£)2, podemos aplicar a equacdo (02) obtendo ao final:

2 =0 >S5 = VKm.Ki (02)
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Os parémetros cinéticos podem ser obtidos através dos dados
experimentais por métodos de linearizacdo como os de Lineweaver-Burk ou Eadie-
Hofstee, onde cada um destes apresentam seus limites e indicagoes.

O método de Lineweaver-Burk citado por Dixon (1979) € um dos métodos
mais empregados e sua precisdo é indicada para altos val ores de substrato e para o calculo
deV max.

.= m -+ . (03)
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2.5.2 Cinética de desnatur acao/desativacao e tempo de meia-vida

As enzimas sd0 macromoléculas estruturalmente complexas, sendo
susceptiveis a desestabilizacdo até mesmo por forgcas fracas. A desativagdo e até a
desnaturagéo ocorrem por diferentes causas e séo dependentes das condic¢es do pH,
forcas i6nicas e mecanicas, substancias adicionadas a solucdo de enzima e a temperatura
(Doran, 2002; Cornish-Bowden, 1995).

Considerado um modelo de primeira ordem de desnaturagdo enzimética,

pode-se descrever:
dt 4= %0 (04)
onde, rq corresponde a taxa de desnaturacdo (U/t), Ut € a atividade enzimética em um

determinado momento e K4 € a constante da taxa de desnaturacéo (1/t). Por integracéo €
obtido:

(05)

sendo Uy, aatividade enziméticainicial.



Um parametro imprescindivel para avaliar a termoestabilidade enzimética
€ 0 clculo do tempo de meiavida (ty2), que corresponde ao intervalo de tempo
necessario para que a enzima tenha sua atividade reduzida a 50% da atividade inicia, a

uma dada temperatura. Partindo-se da equacdo (05) tém-se:
1 (06)

e considerando a definicdo do tempo de meia-vida, a equacdo para a determinacéo do
tempo de meia-vida é obtida:
. 06931 (07)

kg

T

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimética é de extrema
importancia. Em baixas temperaturas observa-se um aumento proporcional entre
velocidade de reagdo e temperatura, mas a partir de um determinado ponto a velocidade
de reacdo diminui proporcionalmente ao aumento da temperatura o que equivale a dizer
gue quando a temperatura do meio se encontra na faixa considerada ideal para a
estabilidade da enzima, suas moléculas ocupardo uma distribuicdo conformacional
especifica. Com o aumento da temperatura essa distribuicdo estavel deixa de existir
afetando a afinidade da enzima pelo substrato, uma vez que a mobilidade faz parte da sua
funcionalidade. Portanto em temperaturas baixas a enzima move-se com dificuldade ao
substrato, reduzindo a eficiéncia da catdlise; e se a temperatura € muito alta perde-se a
estruturaideal reduzindo a especificidade da enzima ao substrato (Fields, 2001).

O ponto de transicdo entre estas duas inclinacbes corresponde a
temperatura 6tima para a reacdo enzimatica. A fase de aumento proporcional €
determinada de fase de ativagdo térmica, e a fase de declinio trata-se da inativagdo
térmica ou desnaturacdo térmica. Ambas podem ser matematicamente expressas de
acordo com a equacdo predita por Arrehnius:

ky =Ag.e F/RT (08)

definindo o subscrito “a” como referente a fase de ativagdo enzimatica e “d” referente a
desativagéo ou ativacdo da desativacdo, podendo assim reescrever a equacao (08) de

acordo com a fase a que faz referéncia. Portanto, k, e kg corresponderiam a constante de
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ativagcdo ou de desnaturacdo; Aa e Ad equivaleria a constante de Arrehnius e E; e Eg a
energia requerida para promover a ativacdo térmica ou a ativacdo da desnaturagéo
térmica; R a constante dos gases ideais e T a temperatura absoluta (Cornish-Bowden,
1995).

Os dados experimentais obtidos durante o acompanhamento da
estabilidade enzimatica podem ser linearizados de acordo com metodologia proposta por
Arrehnius estabel ecendo graficamente arelacdo In(kq) versus 1/T partindo-se da equacéo
(08), obtendo assim uma regressdo linear dos pontos experimentais (equacdo 09). Esta
regressao permite o calculo direto do valor Ey através dainclinagdo da equacdo obtida.

E ad

In(ky)=| - (09)

|
— (A, )
T d

3. Objetivos

Neste trabalho foram desenvolvidos processos fermentativos conduzidos
em batelada e batelada alimentada para a producéo de enzimas do fungo termotol erante
M. thermophila M..7.7 empregando diferentes tipos de biomassas, in natura, pré-tratadas
e comerciais, para a avaliagao do repertério enzimatico do microrganismo, buscando o
melhor entendimento das proteinas envolvidas na biodegradacdo assim permitindo o
desenvolvimento de novas técnicas para a industria sucroal cool eira sendo o objetivo final
e principal alcancar maior rendimento em glicose apés a hidrolise enzimatica.

Devido a B-glicosidase ser uma enzima que limita a converséo da
biomassa devido a inibicdo de celobiohidrolases por seu préprio produto, o trabaho
também teve como objetivo isolar, caracterizar a bioquimica e a cinética enzimética de
uma B-glicosidase de M. thermophila M.7.7., avaliando sua possivel aplicagdo como
enzima suplementar a coquetéis enziméticos que atuam na bioconversdo do material

lignocelul ésico.
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4. Materiais e méodos

4.1 Producéo das enzimas

Este trabalho foi realizado em colaboragdo com o Laboratério Nacional de
Ciéncia e Tecnologia do Bioetanol — CTBE e o Departamento de Fisica da Universidade
Estadual Paulista — UNESP de S&o José do Rio Preto-SP. A linhagem selvagem de
Myceliophthora thermophila M.7.7. investigada foi proveniente do Laboratério de
Microbiologia e Bioguimica Aplicada da UNESP de Séo José do Rio Preto-SP.

4.1.1 Substratos

Como substratos foram utilizados bagaco de cana-de-agUcar explodido
(BEX), bagaco de cana-de-agUcar explodido e deslignificado (BED), celufloc (EC), farelo
detrigo (FT), glicerol, lactose, sacarose e fosfofrutooligossacarideos (FOS). Foram feitas
suplementacdes entre as fontes de carbono citadas. As condic¢des dos pré-tratamentos e as
composic¢des de todos os bagacos de cana-de-aclcar empregados estdo discutidos em
Rocha (2011).

4.1.2 Melo de cultivo para placa de petri

Foi utilizado o meio nutriente conforme descrito por Mandels e Sternberg
(1976) com pegquena modificacdo: 1,0% dos diferentes substratos citados no item 4.1.1;
0,14% de (NH,4)2SOg4; 0,20% de KH,POy; 0,03% de CaCl,; 0,02% de MgSO, . 7H,0;
0,50% de peptona; 0,20% de extrato de levedura; 0,03% de uréia; 0,10% de solucdo de
sais (5 mg/L FeSO, . 7TH,0; 1,6mg/L MnSO, . H,O; 1,4mg/L ZnSO, . 7H,0; 2,0mg/L
CoCly); 0,2% glicose e 2% agar bacteriolégico. Uma aliquota do microrganismo foi
transferido ao centro da placa de petri com o auxilio de uma al¢a de platina e mantido em

estufa a 45 °C durante uma semana.

4.1.3 Solucdo Nutriente

Foi empregada solugdo nutriente contendo 3,5 g/L de (NH4)>SO,. 3,0 g/L
KH2POg4; 0,5 g/L de MgSQOy; 0,5 g/L de CaCly; 0,1% Tween 80 e o pH foi gjustado para
5,0. A solucdo foi autoclavadaa 121 °C por 20 min.
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4.1.4 Preparo do pré-inéculo

O M. thermophila. M.7.7. foi inoculado em frascos Erlenmeyer de 1 L
contendo 1% de glicose e celufloc, 0,1% Tween 80, 0,1% de peptona e o pH gustado
para 5. Uma suspensdo de micélio foi obtida pela raspagem da placa de petri com solucéo
Tween 80 a 0,1%, sendo entdo a solucdo de esporos juntamente com a solucéo de sais
adicionadas ao pré-indculo, o volume de ambas solugfes foram 10% do volume final do
pré-inéculo (200 mL geramente). O pré-indculo foi mantido sob incubagdo a 45 °C e 250

rpm durante dois dias. Todo o material foi autoclavado a 121 °C por 30 min.

4.1.5 Fer mentacdo liquida em frascos agitados

Foram preparados frascos Erlenmeyers de 1 L ha mesma concentracéo das
substancias que constituem o pré-inéculo. Neles foram adicionados 10% do volume final
(200 mL) de pré-inéculo e da solugdo de sais, sendo entdo incubados em shakers com
agitacdo de 250 rpm a 45 °C por 5 dias. A cada 24 horas uma amostra foi retirada,
centrifugada por 12000 rpm a 10 °C durante 30 minutos e o sobrenadante analisado para
as atividades de celulases, xilanases, B-glicosidase e teor de proteinas totais. Todas

solugdes foram autoclavadas nas mesmas condi¢des do pré-inoculo.

4.1.6 Fermentacdo em biorreatores com tanque agitado

Fermentadores Bioflo 115 de 2 L (New Brunswick Scientific Co, USA)
equipados com controles autométicos de temperatura, pH, agitagdo, aeracdo e volume
foram inoculados com 10% (v/v) de pré-indculo. Ao fermentador foram adicionados a
fonte de carbono, Tween e peptona nas mesmas proporcdes empregadas nos pré-inocul os.
O volume de trabalho foi 1,6 L, atemperatura foi mantida a 45 °C. A taxa de aeracéo foi
gjustada garantindo que o oxigénio dissolvido ndo atingisse nivel menor do que 30% de
saturacdo de ar no meio de cultura. O pH foi controlado por valores pré gjustados pelo
uso de 0.4 M H,SO, e solugdo de NH4OH (3:1). A espuma foi controlada pela adicdo
manual do anti-espumante polipropileno glicol P 2000 previamente esterilizado. Durante
0s ensaios amostras foram retiradas e centrifugadas por 12000 rpm & 10 °C durante 30

minutos e o sobrenadante analisado para as atividades de FPases, xilanases, 3-glicosidase
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e teor de proteinas totais. Todas as solucdes foram autoclavadas nas mesmas condicoes

do pré-indeulo.

4.2 Deter minacgdo das atividades enzimaticas
4.2.1 FPase

A atividade de FPase foi determinada por metodologia adaptada de Ghose
(1987) em tubos de ensaio com 3 mg de papel de filtro Whatman n° 1, 100 pL de tampé&o
citrato 50 mM pH 4,8 e 50 pL da solucéo enzimatica. A reacdo foi mantida por 1 hora a
50 °C , quando entdo foi interrompida pela adicdo de 300 pL do reagente DNS (&cidol-3-
dinitrosaicilico). Em seguida a reacdo foi aquecida a 98 °C durante 5 minutos e 2 mL de
agua foram adicionados para posterior leitura da absorbancia a 540 nm. O agUcar redutor
liberado foi quantificado a partir da curva padréo de glicose previamente estabelecida.
Uma unidade de FPU/mL foi calculada como sendo 0,37/concentragdo da enzima

necessaria paraliberar 0,2 mg de glicose.

4.2.2 Xilanase

A atividade de xilanase foi determinada em mistura de reagdo contendo 10
pL da solugdo enzimatica, 40 pL de tampéo citrato 50 mM pH 4,8 e 50 pL de solucéo de
xilana 0,50%. A reagdo foi mantida a 50 °C por 10 minutos e interrompida pela adi¢éo de
100 pL do reagente DNS seguida pelo agquecimento a 98 °C para a quantificacdo dos
acucares redutores liberados (Miller, 1959), a partir da curva padréo de xilose. Uma
unidade de atividade enzimética é definida como a quantidade de enzima necessdria para

liberar 1 umol de xilose por minuto, sob as condi¢des citadas.

4.2.3 p-glicosidase

Para a determinacéo da atividade de B-glicosidase, 20 uL da solucéo
enzimatica foram adicionados a 80 uL de 4-p-nitrofenol-p-D-glicopiranosideo 1 mM (p-
B-NPG), Sigma. A reacdo foi mantida a 50 °C por 10 minutos, quando entdo foi
interrompida com 100 pL de solugdo de Na&COs; 1 M. O nitrofenol liberado foi
guantificado por espectofotometria a 410 nm. Uma unidade de atividade enzimética foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de nitrofenol por

minuto de reacdo.
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4.2.4 Preparo do reagente de DNS

O reagente de DNS é preparado dissolvendo-se completamente 10,6 g de
acido 3,5-dinitrossalicilico e 19,8 g de hidréxido de sodio, em 1,4 L de &gua destilada. A
seguir, adiciona-se 300 g de tartarato de sodio e potéssio, 7,6 g de fenol (aquecido a 50
°C) e 8,3 g de metabissulfito de sddio. O volume é acertado para 1,5 L, filtrado e

armazenado em frasco ambar (Miller, 1959)

4.3 Dosagem de proteinastotais

Proteinas totais foram medidas em microplacas usando reagente comercial
Bio-rad (Bio-rad laboratories, Hercules, CA), na qual € baseado no método de Bradford
(Bradford, 1976). A abuminabovinafoi usada como padréo.

4.4 Purificagdo das enzimas produzidas por Myceiophthora thermophila
M.7.7.

O extrato enzimético centrifugado foi concentrado em hollow fiber system
com corte de 10 KDA (Millipore, USA) junto com a troca do meio de cultivo para o
tampdo de equilibrio TrisHClI 50 mM pH 8.0 empregado na primeira etapa de
purificacdo por cromatografia de troca i6nica em resina Resource Q. A amostra foi
carregada a1l mL/min e a eluicéo foi feita com o mesmo tampéo contendo NaCl 1 M.
As fracdes contendo atividade de B-glicosidase foram unidas e concentradas usando o
mesmo tamp&o, no entanto contendo (NH4).SO4 1.5 M, que entdo foi aplicada na coluna
de fenil sepharose (HIC), equilibrada com o tamp&o salino. A eluicdo foi feitaa 50 e 0%
de (NH,4).SO,, obtendo-se portante dois picos. O pico ativo para atividade de -
glicosidase foi concentrado e aplicado em Sephadex G-75, obtendo-se a B-glicosidase
pura. Todos os passos foram avaliados por eletroforese ndo desnaturante (Weber e
Osborn, 1969) e zimogramas. Todas as cromatografias foram feitas aplicando o
equipamento AKTA Purifier upc 10 (GE healthcare) avaliando o protéico das amostras
pela medi¢éo da absorbanciaa 280nm. A B-glicosidase purafoi denominada M Thbgl3b.
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4.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil protéico foi analisado sob condi¢des desnaturantes na presenca de
sulfato de duodecil e sddio (SDS) de acordo com a técnica segundo Laemmli (1970). Os
géis de poliacrilamida foram preparados na concentragcdo de 12% com tampéo Tris/HCI,
solucdo de acrilamida/bisacrilamida, solucdo TEMED, é&gua destilada e solucdo de SDS
10% (Alfenas, 1991). A cuba para eletroforese foi preenchida com tampéo Trig/glicina
pH 8,9 com 1% SDS. As amostras para a corrida foram preparadas tomando-se em um
Eppendorf 30 uL de cada amostra e 10 uL do tampéo fosfato de sddio 10 mM pH 7,0,
contendo 1% de 2-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0,05% em agua e 1 gota de
glicerol. As amostras foram injetadas no gel de eletroforese e apds a corrida, as bandas
foram reveladas em solugdes de prata ou de coomassie blue. O tamanho das proteinas foi

estimado por comparagao com um padréo proteico.

4.6 Zimograma

Para revelagdo especifica das enzimas com atividade B-glicosidase o gel
SDS-PAGE foi preparado com algumas modificagcdes. Para revelacdo especifica de B-
glicosidase foi realizada com Esculina 98% a 0,1% e cloreto férrico a 0,03%, de acordo
com (Kwon et al., 1994) sendo o gel utilizado o mesmo confeccionado para a revelagéo
do extrato protéico SDS-PAGE.

4.7 Ensaios padrdes para a caracterizacao bioguimica e cinética da f-

glicosidase

As simples curvas de pH e temperatura foram realizadas aplicando a faixa
de pH entre 2,0 e 10 e de temperatura entre 30 e 80 °C, respectivamente. O ensaio padréo
de B-glicosidase foi realizado conforme item 2.2.3 para o efeito da temperatura e do pH,
empregando-se para o efeito do pH o tampao Mcllvaine-glicina.

A estabilidade térmica do extrato enzimético bruto e da MThgl3b
purificada foi avaliada a 50, 60, 70 e 80 °C em diferentes tempos de incubacdo, sendo os
ensaios realizados a pH 5,0 e 7,4. A amostra foi mantida em gelo até a avaliagdo da

atividade enzimética remanescente. As atividades residuais foram medidas em ensaio
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padréo e o tempo de meia-vida (ty2) da MThlg3b foi calculado usando uma abordagem
matematica previamente descrita (Aguiar-Oliveira e Maugeri, 2011).

A especificidade da MTbgl3b foi avaliada também utilizando o ensaio
padrédo de p-glicosidase. Dez diferentes substratos de p-B-nitrofenol derivados,
polissacarideos (comprados na melhor fonte possivel, Sigma Aldrich e Megazyme) foram
analisadas em 60 minutos de reacdo e os substratos celulésicos foram ensaiados em 14
horas. A hidrélise de polissacarideos e substratos celul ésicos foram medidas pelo método
de DNS (Miller, 1959) e celobiose e lactose pelo método de glicose oxidase/peroxidase
usando um kit comercial. Os efeitos de varios ions na concentragéo final de 10 mM, e de
compostos quimicos caotropicos foram avaliados sob ensaios padréo. Os parametros
cinéticos do extrato bruto e MThgl3b foram estimados em doze concentracfes de p-B-
NP-glucopiranosideo (p-p-NPG), desde 0,05 a 6 mM e em dez concentracbes de
celobiose na faixa de 0,25 a 6 mM . A glicose foi 0 substrato inibidor e 0 ensaio de
inibicdo foi realizado apenas com p-B-NPG como substrato aplicando concentragcdes de
glicose até 40 mM. As constantes cinéticas foram avaliadas utilizando a abordagem de
Michaelis-Menten e calculadas por ajuste de minimos quadrados do modelo cinético
utilizando GraphPad Prism versdo 5.00 (EUA).

4.8 Hidrolise enzimatica

A hidrdlise enzimética foi realizada em EC, BIN, BEX e BED a uma
concentracdo final de 5% (p/v) de solidos totais em frascos Erlenmeyer de 125 mL. 50 ml
do extrato enzimatico bruto proveniente da fermentacdo de BIN que corresponde a
concentracdo total de 0,05 mg de proteina total/g de glucano foi a quantidade total de
proteina carregada e operada a 50 °C, aplicando uma velocidade de agitagdo de 200 rpm.
Todos os experimentos foram realizados em duplicata. Foram retiradas amostras as 0, 6,
12, 24 e 48 h e as concentracdes de glicose, celobiose, xilose, arabinose, acido acético,
acido formico e acido levulinico (g/L) foram medidas pelo sistema HPLC Dionex
Ultimate 300 equipado com detector de indice de refraccéo (HPLC-IR) e coluna Aminex
®HPX-87H que foi eluida com 5 mM de H,SO,4 a 0,6 mL/min. Aclcares e &cidos em
amostras controle contendo apenas o respectivo substrato e tampéo citrato 50 mM pH 5,0
também foram analisadas. Todas as amostras foram filtradas através de um filtro Millex

mM TM 0,22 antes da andlise. A conversdo geral foi calculada a partir da soma das
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concentragdes finais de glucose e de celobiose em cada substrato empregado relacionada

ao rendimento tedrico do respectivo substrato.

4.9 Fingerprinting do secretoma de Myceiophthora thermophila M.7.7.

empr egando cromatogr afia liquida acoplada a espectrometria de massas

Para a andlise do secretoma por LC-MS/MS 100 pg de proteina total foi
aplicada a um gel SDS-PAGE 10%. A amostra foi corrida até 2 cm no gel de separacéo,
corada com coomasie blue e as bandas proteicas foram recortadas e reduzidas com Tris
(2-carboxietil) fosfina, alquiladas por 2- iodoacetamida e digeridas durante 6-16 horas
com 8 ug/ml de tripsina utilizando tamp&o de bicarbonato de aménio para serem
analisadas por LC-MS/MS, utilizando o equipamento LTQ-Orbitrap XL Hibrid (Thermo
Scientific). Os arquivos gerados foram comparados a banco de dados NCBI
Myceliophthora thermophila ATCC 42464 e executados via Mascot ons Search software
(Matrix Science, Reino Unido) e Scaffold Proteome Software Inc. (Portland, OR), com

um limiar de proteinas e peptideos de 5% FDR e 99%, respectivamente.

5. Resultados e Discussao

5.1 Fermentacao submersa

5.1.1 Influéncia das fontes de carbono no sistema de producdo de enzimas

hemiceluloliticas em shaker

Para avaiar a producdo de celulases, xilanases e 3-glicosidases, uma série
de substratos e suplementos foram testados em fermentagdo submersa até o tempo final
de 120 horas. Entre as diferentes fontes testadas, o bagaco explodido (BEX) na
concentracéo de 1% foi o melhor indutor para a producéo de celulases totais entre 48 e 72
horas de cultivo, seguida da mistura BEX suplementado com lactose na proporcéo 3:1,
em 72 horas. Notou-se gue a mesma suplementacdo com lactose mas na proporgéo de 1:1
apresentou baixa atividade durante toda a cinética enzimética (Figura 6A). De acordo
com Ubhayasekera (2005), a lactose inibe competitivamente celobiohidrolases devido a

molécula ser quimicamente diferente da glicose somente na configuragdo do carbono



guatro na unidade galactosil. Oberson e colaboradores (1992) realizaram investigacéo
comparativa em diferentes linhagens do fungo Myceliophthora termophila ndo sendo
observado crescimento, nem eficiéncia na producéo de enzimas celuloliticas quando a
lactose foi usada como fonte de carbono.

Farelo de trigo, celufloc e BEX suplementado com glicerol e sacarose néo
induziram a producéo de FPases obtendo perfis semelhantes de producdo. EC, BEX
suplementado com lactose e com frutooligossacarideos (FOS) reprimiram a sintese das
mesmas.

As melhores fontes de carbono para a producdo de xilanase foram BEX
suplementado com FOS e também com lactose. A maior atividade foi acancada em 48
horas quando BEX e FOS foram incubados na concentragéo de 1% (Figura 6B). O FOS é
composto de kestose, nistose e frutofuranosil nistose que sdo polimeros derivados da
sacarose congtituidos de séries homdlogas de oligo e polissacarideos ndo-redutores de
frutoses unidas geralmente por ligacbes B (2-1) e p (2-6) ligadas a uma molécula de
glicose ou sacarose no caso do frutofuranosil. (Souza et al., 2005; Duchateau et al.,
1995). Badhan (2007) também observou em fermentacdo submersa com o termofilico
Myceliophthora sp. IMI 387099 aumento na expressdo de xilanases em meio contendo
xilana suplementada com frutose indicando que este monossacarideo regula
positivamente a expressdo destas enzimas quando comparado com outras fontes de
carbono. Em meios contendo somente frutose, apdés 48 horas de cultivo, ocorreu
diminuicdo da atividade xilanolitica, enquanto que quando xilana e frutose foram
fermentadas ocorreu acréscimo na atividade, fato que sugere o definido papel dos
produtos de transglicosilagcdo na expressao de xilanases multiplas por Myceliophthrora sp
(Badhan et al., 2007).
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Figura 6. Atividade enzimética de FPases (A), xilanases (B) e B-glicosidases (C) em

diferentes fontes de carbono em até 120 horas de cultivo.
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Em 48 horas de fermentacdo com M. thermophila M.7.7. a atividade de
xilanase foi de 3,5 U/mL empregando BEX e FOS como fonte de carbono, valor que
corrobora com Badhan (2007) quando Myceliophthora sp IMI 387099 foi cultivado em
fermentagdo submersa com frutose e xilana como fontes de carbono.

A segunda melhor fonte foi BEX e lactose também a 1% com maxima
producdo em 72 horas. Quando a proporcdo BEX e lactose foi 3:1 a atividade de xilanase
foi reduzida, indicando que o dissacarideo atua como indutor positivo na producéo de
xilanases, j& que a lactose possui ligagdo glicosidica similar ao polimero de xilana B (1-
4).

BEX, BEX suplementado com sacarose e BEX suplementado com glicerol
forneceram producdo estével durante toda a producdo enzimatica (Figura 6B). Badhan
(2007) também ndo observou efeito repressivo na producéo de xilanases com a adicéo de
glicerol. Celufloc, BEX com farelo de trigo e BED apresentaram perfil semelhante e
menores atividades xilanoliticas. Com farelo de trigo observou-se reducéo na atividade de
xilanase ap0s as 48 horas de cultivo.

A sintese de B-glicosidase foi induzida quando farelo de trigo a 1% (p/v)
foi fermentado, seguida pela suplementacéo do BEX com farelo de trigo a partir de 72
horas (Figura 6C). Segundo Singhania (2011) o farelo de trigo € uma fonte rica em
nutrientes contendo proteinas, celulose, amido e minerais e podem promover ganho em
crescimento e producéo enzimética.

BEX, BEX suplementado com lactose (3:1), com glicerol e com sacarose,
separadamente, apresentaram perfis semelhantes com atividades praticamente constantes
apos 48 horas. Como observado para as FPases as suplementacfes do BEX com FOS e
com lactose, a 1%, reprimiram a sintese de 3-glicosidase.

Aspergillus niger NIl 08121 também mostrou maxima atividade de -
glicosidase quando o farelo de trigo foi usado como fonte de carbono, enquanto celulose
e lactose apresentaram menores atividades quando comparados ao farelo de trigo.
Experimentos realizados com A. niger mostraram a producdo de a0 menos quatro
isoformas de B-glicosidases em funcéo das fontes de carbono utilizadas, dentre elas estéo
alactose e a celulose que induziram duas -glicosidases tolerantes a glicose (Singhania et
al., 2011).

Em fermentagdo submersa, o fungo termotolerante Aspergillus terreus

AN1 teve a producdo de pB-glicosidase induzida por frutose e celobiose quando
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comparado a glicose, além de polissacarideos e substratos lignocelulésicos (Nazir et al.,
2009).

Em gera o BED néo apresentou para nenhuma das enzimas estudadas ser
uma fonte de carbono indutora, sugerindo que a auséncia da lignina no substrato pode
desfavorecer a producdo de proteinas auxiliares afetando a sinergia das enzimas

envolvidas na degradacdo da biomassa.

5.1.2 Fermentacao submer sa em tanques agitados

O perfil de producéo de FPases, xilanases e -glicosidases foram avaliados
em biorreatores nas respectivas melhores fontes de carbono, selecionadas quando o M.
thermophila M.7.7. foi cultivado em shaker. Os parametros de conducéo dos processos
fermentativos, as maximas atividades e concentragcdo proteica nos biorreatores de 2 L
estéo apresentados na tabela 2.
Tabela 2. Ensaios realizados em tanques agitados com 2 L de capacidade.

FPase Xilanase _ B_- Proteina
) Substrato/ Pulso glicosidase
Corrida (FPU/mL) (Tu/mL) (mg/mL)
T(°C) /pH (h) (TU/mL)
(h) (h) (h)
(h)
#1 BEX /45/5 96 0,10+ 0,01 38+0,12 037+0,04 0,06+0,02
(72) (72) (120) (120)
#2 BEX /45 /5 48/9% 0,13+0,03 193+0,13 030+0,06 0,08+ 0,02
(120) (96) (96) (96)
#3 BEX /45 /6 48/9% 0,10+0,02 180+0,03 048+0,03 0,10+ 0,04
(96) (48) (120) (96)
#4 BEX /38-29/ 6 96 0,18+ 0,03 200+0,01 0444002 0,17+0,01
(120) (120) (96) (120)
#5 BEX + 0,21+0,02 270+0,07 0,724+0,01 0,16+ 0,05
sacarose/45 /6 (24) (48) (120) (249)
#6 FT/45/6 0,06 +0,01 283+0,01 1644+0,10 0,13+0,01

(24) (24) (96) (24)
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Reatores #1 e #2 conduzidos no modo descontinuo alimentado a pH 5.0 e
45 °C diferenciaram-se somente nos periodos do pulso da alimentacdo, sendo o reator #1
alimentado com 5 g de BEX em 96 h e o reator #2 alimentado em 48 e 96 horas. O reator
#3 foi conduzido nas mesmas condic¢des do reator #2, no entanto a pH 6.0. Reator #4 foi
igual ao reator #3, no entanto a temperatura inicial foi 38 °C até 96 horas, quando um
anico pulso de BEX foi adicionado ao sistema. Anterior a0 pulso a temperatura foi
reduzida para 29 °C e mantida fixa até o final do processo fermentativo. Reatores #5 e #6
foram conduzidos em batelada a 45 °C e pH 6.0 usando, respectivamente, BEX
suplementado com sacarose (3:1) e farelo de trigo (FT) como fontes de carbono.

Os biorreatores conduzidos no modo descontinuo aimentado, tiveram as
atividades de celulases reduzidas quando comparados aos resultados obtidos nos
experimentos em shaker com BEX como fonte de carbono. Ensaios empregando BEX nas
mesmas condi¢des de processo e temperatura, mas a diferentes valores de pH (5.0 e 6.0)
também n&o mostraram significantes diferencas nas atividades de FPases e xilanases, no
entanto um suave aumento na atividade de -glicosidase foi notado a pH 6.

Sabe-se que proteases de fungos termofilicos exibem atividade étima
entre 40 e 70 °C (Merheb-Dini et al., 2009), ent&o procurando minimizar a influéncia das
enzimas proteoliticas no processo, o cultivo foi iniciado a 38 °C e anteriormente ao pulso
de alimentacdo em 96 h atemperatura foi reduzida para 29 °C, no entanto nenhum ganho
em atividade das enzimas avaliadas foi observado.

Apesar de BEX e FOS ter sido a melhor fonte de carbono indutora de
xilanase nas fermentacbes em shaker, BEX suplementado com sacarose foi a fonte
selecionada para redlizagdo da fermentagdo em biorreator, onde também ndo foi
observado aumento da atividade de xilanase. A biossintese de 3-glucosidase induzida por
farelo detrigo (FT) também foi avaliada em reator que apresentou um pequeno ganho em
atividade, aém do tempo da atividade maxima ter sido reduzida para 96 horas de
fermentagdo (tabela 2).

Em conclusdo, os experimentos em bioreatores demonstraram que as
alimentagbes com BEX em diferentes interval os de tempo, diferentes valores de pH e de
temperatura ndo apresentaram nenhum ganho particular em atividade enzimatica e
producdo proteica, no entanto, em geral é possivel conduzir o M. thermophila M.7.7. em

fermentagdo submersa.
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5.2 Andlise do secretoma do Myceliophthora thermophila M.7.7. crescido em

diferentes fontes de carbono por espectrometria de massas

Para determinar e caracterizar as proteinas secretadas pelo M.themophila
M.7.7., cinco diferentes fontes de carbono e glicose foram fermentados até 36 h e os
extratos de proteinas extracel ulares foram analisados em detalhe por LC-MS/MS.

Todas as aquisiches de espectros foram analisadas sob 5% FDR e
considerando pelo menos 2 peptideos identificados. No total 187 proteinas do M.
thermophila foram identificadas a partir de 7327 peptideos Unicos caracterizados por
espectroscopia de massas. Setenta e duas proteinas foram encontradas em todas as seis
condi¢cbes de crescimento (6115 peptideos Unicos). Oito proteinas foram especificas
usando BIN (23 peptideos Unicos) como Unica fonte de carbono, 5 usando BED (12
peptideos Unicos), 4 proteinas produzidas somente em BEX (12 peptideos Unicos), 6 na
mistura de avicel e carboximetilcelulose (CEL) (17 peptideos Unicos), 11 proteinas
especificas na mistura de xilana (XIL) (51 peptideos Unicos) e 5 proteinas secretadas
somente quando a glicose foi a fonte de carbono (10 peptideos originais).

80% das enzimas secretadas por M.thermophila M.7.7., avaliando as seis
diferentes fontes de carbono, correspondem a proteinas depositadas na base de dados
CAZy, assim os resultados obtidos indicam que M. thermophila tem um amplo sistema
hemicelulolitico.

Em gera, as glicosideo hidrolases, GH55, GH3, GH18, GH31, GH43,
GH38 e GH81 foram as enzimas mais abundantes, principalmente quando XIL foi afonte
de carbono, atingindo 63% do total das proteinas identificadas (Figura 7). Xilanases
foram identificadas (GH10 e GH11) e secretadas principalmente quando XIL e BIN
foram as fontes de carbono. Além disso, glicosidases (GH1, GH17, GH30),
galactosidases (GH2), manosidases (GH47, GH92), mananases (GH26), amilases,
glicodextranases, glucanases (GH13, GH15, GH16, GH71) e fucosidases (GH95)
também foram secretadas. Muitas outras familias de glicosideo hidrolases foram
identificadas, porém elas correspondem a um menor nimero de peptideos unicos (Tabela
Sl).

O percentual de GHs diminuiu 25% comparando a mistura de xilana
comercial com a mistura de celulose comercial (CEL) como meios de cultivo, na qua

CEL secretou 38% das enzimas GHs. Os meios BIN, BED e BEX resultaram na secrecéo
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de 47, 49 e 46% de GHs, respectivamente. Por outro lado, 22% de celobiohidrolases,
GH6 e GH7 (CBHs), foram secretadas no CEL (37 e 97 peptideos Unicos,
respectivamente), 13% em BIN (25 e 90 peptideos Unicos) e 16% das CBHSs secretadas
em ambos os bagacos pré-tratados (13 e 90 peptideos Unicos para BED e 24 e 100 para o
BEX). CBHs apresentaram menor nimero de peptideos identificados quando xilanafoi a
fonte de carbono, correspondendo a apenas 6 % do total das proteinas secretadas.
Endoglucanases (GH5, GH12 e GH74) também foram detectadas em baixos niveis, 3%
em CEL, BIN, BED e BEX e 2% em XIL como meio (Figura 7). Neste caso os fatores,
grau de polimerizacdo, indice de cristalinidade, area superficial, porosidade, barreira de
hemicelulose e lignina e a composi¢ao da biomassa ndo podem ser atribuidos a regulacdo
da secrecdo de endoglucanases, como foi observado para vérias outras GHs de M.
thermophila.

Dois médulos de ligacdo de celulose familial (CBM1) (24 e 12 peptideos
unicos) ndo foram apenas identificados em glicose e xilana. O médulo de ligacdo WSC
(59 peptideos Unicos) e um segmento de dominio semelhante a CBM1 (38 peptideos
unicos) foram identificados em todas as condic¢des de crescimento. Embora alguns CBM
matches tenham sido identificados, eles representaram até 2% considerando todas as
fontes de carbono. M. thermophila secretou também algumas polissacarideo liases (PL 1,
PL3, PL4 e PL20) e carboidrato esterases (CE1, CE3, CE8 e CE16), no entanto ambas as
classes de enzimas foram secretadas em niveis baixos (Figura 7). Todos os peptideos
nicos identificados pelo Mascot paraa CBM, PL e CE estdo natabela S2.

Recentemente algumas enzimas foram reclassificadas e distribuidas no
banco de dados do CAZy dentro da nova classe denominada Atividade Auxiliares (AAS)
(Horn et al., 2012; Levasseur et al., 2013). Os resultados protedbmicos indicam que a
classe AAs atingiu 16% em CEL, 12 e 13% em BIN e BEX, 7 e 6% em BED e XIL
(Figura 7). A maioria dos AAs matches correspondem a AA3, glicose-metanol-colina
oxidorredutase (GMC). As oxidorredutases GMC sdo flavoproteinas que contém um
dominio de ligagdo flavina adenina dinucleotideo (FAD), senda essa familia dividida em
quatro subfamilias. A subfamilia AA3 1 contém Celobiose Desidrogenases (CDHS),
capazes de oxidar a posicdo anomérica C1 de celobiose ou longas celodextrinas a
correspondente  cellobiono-1,5-6-lactonas  ou  cellobionolactonas, que  s&o
espontaneamente ou enzimaticamente hidrolisados para écidos aldonicos, enquanto FAD

é reduzido a FADH, (Hallberg et al., 2002). As enzimas pertencentes as subfamilias
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AA3 2 e AA3 3 catalisam varios al codis aromaticos e alifaticos para aldeidos e H,O,. A
guarta subfamilia chamada AA3 4, assemelha-se a piranose oxidases e catalisam a
oxidacdo de C2 D-glicopiranose e mono e dissacarideos estruturalmente analogos aos
acucares correspondentes, reduzindo O, e H,O,. Enzimas de todas as quatro subfamilias
participam da gerac@o de radicais hidroxil através da reacdo de Fenton, desta maneira
potencializam a oxidagdo da lignina (Harreither et al., 2011; Phillips et al., 2011;
Levasseur et al., 2013).

Mascot identificou duas CDHs secretadas em elevadas quantidades em
todas as condigdes de crescimento (222 e 101 peptideos Unicos) e uma terceira enzima da
subfamilia AA3 1 (19 peptideos Unicas), que foi identificada em glicose com menor
numero de peptidios Unicos. Quatro matches correspondentes a familia AA3 2, que se
assemelha a aril-alcool oxidases e glicose oxidase, também foram identificados em
diferentes bagagos e uma delas foi também regulada em todas as condi¢cbes de
crescimento. Os peptideos que correspondem a acool oxidase (AA3_3), a ultima familia
AA3 encontrada, foram identificadas apenas em CEL e BIN (2 e 4 peptideos unicos,
respectivamente).

B AAs M GHs & CBHs @ CEs ® NON GHs & CEMs & HYPs W ENDOGLUs & Pls

Figura 7. Distribuicdo e classificacdo das proteinas encontradas nos secretomas de M.
thermophila correspondente a nomenclatura do CAZy quando CEL, XIL, BIN, BED e
BEX foram usados como meio de cultivo.

Glioxal oxidase (cobre radical oxidase), que pertence a subfamilia AA5 1
e oxidam aldeidos simples para os acidos carboxilicos correspondentes (Whittaker et al.,
1996), também foi identificada em todas as diferentes fontes de carbono (85 peptideos
Unicos) inclusive em glicose, no entanto com menor nimero de peptideos Unicos (Tabela
S3).
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Polissacarideo monooxigenases (LPMOs) pertencentes a familia AA9
também foram secretadas. No entanto apenas sete proteinas foram identificadas com um
baixo nimero relativo de peptideos Unicos em todos os secretomas, embora M.
thermophila possua 22 LPM Os genes em seu genoma (Levasseur et al., 2013). Apesar do
baixo nimero de peptideos Unicos identificados, notou-se que LPMOs foram mais
reguladas quando M. thermophila cresceu principalmente em celulose comercia (32
peptideos originais) e BIN (18 peptideos originais) sugerindo que o pré-tratamento do
bagaco de cana-de-aglcar modifica a estrutura da celulose e pode desfavorecer a
biossintese de AA9. Recentemente, estudos demonstraram que LPMOs podem atuar
sinergicamente na hidrolise da celulose com CDHs por acoplamento da oxidacéo de
celobiose para a ativagdo redutiva de LPMOs, aumentando a converséo de celulose
(Langston et al., 2011; Phillips et al., 2011; Dimarogona, Topakas e Christakopoulos,
2013). As analises dos secretomas mostraram alta expressdo de CDHSs e baixa expresséo
de LPMOs, mostrando que CDHs podem também usar outros receptores de elétrons além
de LPMOs. Portanto, € suposto que as enzimas da familia AA9 sdo atamente especificas
e o ciclo oxidoredutivo ocorre com rapidez suficiente para recuperar a enzima a sua
condicdo redox inicial, considerando-se 0 mecanismo proposto por Phillips (2011), ou
LPMOs permaneceram firmemente ligadas a matriz de lignocelulose durante a extracéo
do secretoma e, portanto foram sub-representadas no microambiente analisado. A tabela
S3 mostra os peptideos Unicos correspondentes as sete LPMOs.

As enzimas da familia AA1 também foram identificadas principamente
em XIL, BIN e BEX, com 15, 14 e 10 peptideos unicos, respectivamente. Esta classe
possui trés subfamilias, lacase (AA1 1), ferroxidase (AA1 2), que catalisam a oxidacdo
de fendis, aminas arométicas ou outros substratos ricos em elétrons através da reducéo de
oxigénio para a agua (Cafias e Camarero, 2010), e a subfamilia AA1 3 chamada de
lacase multicopper oxidase. Ferroxidases ndo foram encontrados no secretoma de M.
thermophila.

Uma proteina FAD oxidase-like foi identificada no secretoma cultivado
em CEL (2 peptideos unicos), em XIL, BIN(5 e 4 peptideos Unicos em cada estado) e em
BEX (3 peptideos unicos). De acordo com Levasseur (2013), esta enzima € uma de
glucooligossacarideo oxidase classificadas na familia AA7. A funcdo enzimética
caracteristica destas enzimas € a oxidagdo dos grupos hidroxil C1 das ligagdes p-1,4

através de duas reagdes que caracterizam a oxidacdo do agUcar de reducéo a lactona e



52

hidrdlise espontanea ao correspondente acido, sendo capaz de oxidar mono, di- e celo-
oligossacarideos com concomitante reducdo de O, para H,0..

No gera dezessete proteinas com fungdes preditas foram identificadas,
mas apenas quatro delas mostraram um elevado nimero de peptideos Unicos, sendo uma
catalase, uma aldose epimerase, uma piridine nucleotideo dissulfeto oxirredutase e uma
extracelular aldolactonase (Tabela $4).

Catalases sdo enzimas que desempenham um papel critico na protegdo das
células contra os efeitos toxicos do perdxido de hidrogénio, que é constantemente gerado
como subproduto do metabolismo aerdbio e através de atividades enziméticas (Bourdais
et al., 2012). A andlise dos secretomas também identificou enzimas pertencentes as
familias de enzimas geradoras de H,O, (AA3 3, AA7, AA3 2 e AA5 1), que
apresentaram baixa expressdo na fonte de glicose, sugerindo uma menor fungéo de
reduzir o nivel de H,O, neste secretoma. No entanto, a catalase foi regulada em todas as
fontes de carbono, inclusive em glicose. Aldose epimerase, a enzima responsavel pela
interconversdo anomérica da D-glicose foi claramente identificada e correlacionada com
um ndmero significativo de peptideos Unicos mesmo quando a D-glicose foi usada como
fonte de carbono. Os resultados confirmam que a aldose epimerase é funcionalmente
ativada para o metabolismo da glicose, transformando o sacarideo na sua melhor
configuracdo anomeérica para a assimilacdo pelo microorganismo. A enzima piridina
nucleotideo dissulfureto oxidorredutase, identificada em todas as condi¢cbes de
crescimento, constituem um grupo importante de enzimas que catalisam a transferéncia
de eletrons entre a NAD(P)( H ) e um dissulfureto / ditiol ( Miranda-Vizuete e Spyrou,
1997) .

A extracelular aldonolactonase responsavel por catalisar a hidrélise de
glucono-é-lactona e cell obiono-3-lactona também foi identificada em todas as fontes de
carbono com maiores peptideos unicos em BED (12 peptideos unicos), BEX e CEL (11
peptideos Unicos em ambos meios). O nimero de peptideos identificados foi reduzido em
glucose como meio de cultivo, indicando a baixa expressdo de lactonas nesse meio.
Beeson (2011) investigou os niveis de expressdo de duas lactonas extracelulares de M.
thermophila e também descobriu que estas enzimas sd0 expressas em glicose, porém a
producdo foi 6 vezes maior quando Avicel foi aplicado como fonte de carbono. As outras
treze proteinas ndo pertencentes ao banco de dados do CAZy foram identificadas

Independentemente das fontes de carbono utilizadas. A enzima intradiol dioxigenase foi
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identificada apenas quando xilana foi usada como meio de crescimento (2 peptideos
originais). A enzima é responsavel pela clivagem do anel aromético entre grupos hidroxil
sob condi¢Bes Oxicas (Ismail e Gescher, 2012). Os outros matches correspondem a quatro
peptidases, uma pertencente ao peptidase M14 carboxipeptidase A/B like, duas foram
identificadas como sendo zinco-peptidase e uma peptidase da familia S53, a qual foi
identificada apenas em celulose como fonte de crescimento (2 origina peptideos).
Asparaginase, tirosinase, fosfolipase, fosfatase e uma serino protease também foram
identificadas, no entanto com peptideos Unicos rel ativamente baixos (Tabela $4).

A maioria das proteinas hipotéticas identificadas mostraram baixos
peptideos Unicos, no entanto algumas proteinas mostraram ser importantes na via de
biodegradacdo (Tabela S5). As proteinas hipotéticas gi 347011745 e 347011921 foram
identificadas em todas as condigdes de crescimento, incluindo a glicose. As outras
proteinas hipotéticas foram reguladas de acordo com a complexidade da fonte de
carbono, por exemplo, a proteina hipotética 307007100 foi identificada com 28 peptideos
Unicos apenas quando xilanafoi afonte de carbono aplicada.

Apesar da grande quantidade de enzimas identificadas, tabelas foram feitas
classificando as top 30 enzimas mais produzidas pelo M. thermophila M.7.7. comparando
as diferentes fontes de carbono, a partir da normalizagcdo contra a contagem espectral de
cada amostra subtraida da contagem espectral da fonte carbono controle glicose, assim o
valor quantitativo de um dado componente proteico de um secretoma refletiu a
guantidade de proteina sintetizada como uma resposta direta da fonte de carbono
aplicada.

As enzimas mais empresas em BIN, BEX, BED e CEL foram as CDHs
(AA3_1) e as glicosideo hidrolase familia 7 (CBH), no entanto em XIL como fonte de
carbono a maioria das enzimas identificadas pertecem a classe das glicosideo hidrolases.
A classificagcdo das top 30 enzimas identificadas pela espectrometria de massas para
todos o0s seis secretomas se encontra na tabela S6, bem como uma discussdo mais

detalhada na se¢do Lista de Manuscritos - Manuscrito |, item 3.4.

5.3 Purificagao da p-glicosidase produzida pelo M. thermophila M.7.7.

O extrato enzimético bruto para a purificagdo foi obtido do cultivo de FT

durante 4 dias, e foi concentrado empregando pressurizador com corte de 10 kDa. Nesta



etapa 0 tampdo foi trocado para TrissHCI 50 mM pH 8.0 e a amostra foi também
desalinizada por didlise no mesmo tampé&o. A amostra bruta previamente preparada, foi
submetida a cromatografia de troca ibnica em resina Resource Q, sendo fracionada em 9
picos com passos de 5% de NaCl até 35% do sal, onde as fragBes R1 e R2 (Figura 8A)
gue continham a atividade enzimatica de -glucosidase foram reunidas e preparadas para
0 préximo passo cromatografico. A troca idnica apresentou rendimento final de 25,37% e
fator de purificacéo de 5 vezes (tabela 3).

O segundo passo de purificagdo constou de uma cromatografia de
interacéo hidrofébica (HIC) com tampéo TrissHCI 50 mM pH 8.0 e (NH4)2.S0, 1,5 M. A
eluicdo foi realizada em dois passos, obtendo-se uma primeira fragdo a 50% do sal (H1) e
uma segunda (H2) a 100% ou contendo somente o tampao Tris-HCI (Figura 8B). Ambas
fragOes apresentaram atividade de 3-glicosidase, no entanto a fragdo H1 mostrou ser mais
ativa no teste de atividade.

Todas as etapas cromatograficas foram avaliadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida 12%, assim apés a HIC foi verificado somente uma banda de impureza
na fragdo H1 e com massa molecular muito inferior a da enzima avo, desta maneira a
cromatografia de exclusdo molecular foi empregada em Sephadex G-75 (Figura 8C) com
0 mesmo tampéo citado, obtendo-se a banda de -glucosidase pura que foi visualizada no
gel de agarose (Figura 9). Os rendimentos e fator de purificagdo dos passos de purificagdo
estdo natabela 3.

Tabela 3. Recuperagéo da -glicosidase durante as etapas de separacéo.

Proteina | Atividade | Atividade Fator de
Etapa total total especifica purificacéo %Rendimento
(mg) (V) (U/mg) (fold)
Crudefiltrate 83,60 1000,00 11,96 1,00 100,00
Concentration 5,16 188,80 36,59 3,06 18,88
Resorce Q 4,24 253,70 59,83 5,00 25,37
HIC 0,22 27,59 125,96 10,53 2,76
G-75 0,18 18,88 104,89 8,77 1,89
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Figura 8. Perfil de eluicéo de B-glicosidase na cromatografia em resina de troca ionica

(A), em resina hidrofobica (B) e em exclusdo molecular (C).
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PAGE €letrofore sem SDS e gel de esculina com cloreto férrico foram
realizados em todos 0s passos dos experimentos para a avaliacéo da pureza nas etapas de

purificacéo da enzimaalvo (figura9).

123 45 6 51
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Figura 9. Passos de purificacdo da -glucosidase por PAGE ndo desnaturante corada com
nitrato de prata. 1-marcador molecular, 2-extrato cru, 3-troca ibnica, 4-interacéo
hidrofdbica, 5-exclusdo molecular e 6-zimograma para B-glicosidase. Os detalhes estéo

descritos ha se¢do de material e métodos.

O método de purificacdo de p-glicosidase de M. thermophila M.7.7. ndo
apresentou rendimento muito expressivo e elevado fator de purificagdo, no entanto sua
atividade especifica de aproximadamente 105 U/mg indica um ato grau de pureza
imprescindivel para a caracterizacdo bioquimica e a determinacdo dos parametros

cinéticos daenzima. A enzima purafoi identificada como MThbgl3b.

5.4 Caracterizagdo bioquimica e deter minacéo dos par @metros cinéticos da -

glicosidase de Myceliophthora thermophila M.7.7.

5.4.1 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade da p-glucosidase pura e

das pB-glucosidases presentes no extrato bruto.

O efeito da temperatura foi primeiramente determinado em pH fixo no
valor de 5, somente depois da obtencéo da curva de temperatura Gtima realizou-se a
analise do efeito do pH. A faixa de temperatura testadafoi de 30 a80 °C, ade pH entre 2
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e 10 e as atvidades foram medidas pelo método padrdo usando pNP-B-D-
glucopiranoside.

A atividade da B-glucosidase pura (M Tbgl3b) aumentou progressivamente
alcancando atividade maxima a 60 °C, o extrato bruto apresentou perfil similar a enzima
pura, no entanto a atividade maxima foi deslocada para 65 °C. Ambas as amostras
(MTbgl3b e extrato bruto) tiveram suas atividades bruscamente diminuidas ap0s
temperaturas acima de 70 °C, alcangando atividade residual menor do que 23% a 80 °C
em ambas amostras (Figura 10A).

O pH o6timo para ambas amostras foi 4,5, no entanto o extrato bruto
alcancou um platd a valores de pH variando entre 4,5 e 5,0, enquanto que a 3-glucosidase
purificada mostrou gradual diminuicéo da atividade j4 em pH maiores do que 4,5 (Figura

10B), indicando que a enzima em estudo € uma B-glicosidase &cida.

100+ 100+
= 804 A = 907 B = MTbgl3b
5 S -+ EB
& 60- w 604
2 2
2 404 2 404
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= 20+ = 20+
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Temperatura (°C) pH

Figura 10. Temperatura 6tima (A) e pH (B) do extrato bruto (EB) e da MThgl3b de M.
thermophila M.7.7.
Roy (1991) purificou uma B-glicosidase de M. thermophila e descreveu pH

e temperatura 6tima de 4,8 e 60 °C, respectivamente (Roy et al., 1991).
5.4.2 Desnatur acéo térmica da M Thgl3b
Apesar da MThgl3b ter mostrado progressiva inativagdo a temperaturas

acima de 70 °C, os testes de estabilidade em fungcdo do tempo foram realizados nas
temperaturas de 80, 70, 60 e 50 °C paraosvaoresdepH 5,0e7,4.
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Em 80 °C MThbgl3b foi incubada por 30 minutos apresentando baixos
tempos de mela-vida (ty2), sendo em pH 5,0 eem 7,4, 2,32 e 1,41 min, respectivamente.
A 70 °C aincubacéo foi realizada por 3 horas e os tempos de meia vida foram 28,88 min
e 1,69 min nos respectivos pHs 5,0 e 7,4. Desta maneira reduzindo-se a temperatura de
incubagdo a enzima pode ser incubada por tempos mais longos e os valores dos tempos
de meiavida paraa MTbgl3b passaram a ser maiores.

A meiavidaem pH 5,0 a60 °C foi de 7,22 horas, jaa 50 °C foi de 16 dias,
enquanto que em pH 7,4 osty, foram 2,96 e 3,85 horas a 60 e 50 °C, respectivamente. A
figura 11A a 11C mostram as atividades da M Thgl3b em fungdo do tempo de incubagéo
nas temperaturas de 50 a 70 °C e as linearizagfes para o calculo dos tempos de meia-
vida.

Em conclusdo, MTbgl3b apresentou maior estabilidade em pH 5,0 e a 50
°C, estando o valor de pH 7,4 na temperatura de 50 °C favorecendo a inativagdo da
enzima. Desta maneira o binémio pH e temperatura (5 e 50 °C), € crucia para a eficiente
aplicacdo da enzima na catalise, mantendo a efetiva conformacgdo da biomolécula,
conferindo a sua estabilidade, afinidade ao substrato e a formacéo de certas ligaches e
mobilidades que relacionam a estrutura a sua funcéo biologica. A figura 12 mostra a
estabilidade quando o ty, e a temperatura sdo plotados nos diferentes valores de pH

ensaiados.
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Figura 11. Atividade da MTbgl3b e regressdo linear do plot de Ln das atividades
residuais (AR) em funcdo do tempo de incubacéo em 50 °C (A), 60 °C (B) e 70 °C (C).
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Figura 12. Tempos de meia vida em funcdo da temperatura de incubagéo paraa M Thgl3b

nosvaoresdepH de5,0 e 7,4.
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De acordo com a equacdo de Arrehnius o coeficiente da velocidade de
termoinativacéo (Ky) € obtido através da inclinac&o da regressdo linear da figura 11. Os
coeficientes de correlacdo (R?) das retas obtidas mostraram valores maiores do que 0,95
estando desta maneira, a termoinativagdo da p-glucosidase gjustada a reacdo biocinética
de primeira ordem, assim o0 tempo de incubagéo e as temperaturas utilizadas foram
suficientes para a andlise da estabilidade e dainativagéo da enzima.

Para 0 cdculo das Energias de ativagdo da desnaturacdo (Eg), 0 logaritmo
neperiano dos Kgs obtidos foram plotados em fungdo das respectivas temperaturas
reciprocas, sendo as energias para a desnaturacdo da P-glicosidase determinadas nos
valores de pH 5,0 e 7,4 da ordem de 288,35 e 232,53 kJ/mol respectivamente, que sdo 0s
valores de energia necessaria para a mudanga da conformagdo da enzima (Figura 13)
(Cobos e Estrada, 2003).

Ln Kd
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Figura 13. Caculo da energia de ativacdo da desnaturacdo empregando a técnica da

linearizagdo da equacao de Arrehnius.

5.4.3 Célculo dos parametros cinéticos da M Tbgl3b

Os parametros cinéticos foram calculados empregando tanto o substrato
sintetico, p-B-NP-glucopiranosideo (p-p-NPG), como a celobiose como substrato natural,
sendo também avaliados tanto a enzima MThgl3b pura como o extrato bruto total, em
ambos substratos acima citados. No entanto, o estudo de inibicdo por D-glicose foi
realizado somente em p-B-NPG. Todos os ensaios foram realizados nas condigoes 6timas

previamente estimadas paraa M Thgl 3b.
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Os vaores de Ky, e Vimax foram estimados usando o programa GraphPad
Prism versdo 5.0, na qua a B-glucosidase de M. thermophila M.7.7. seguiu a cinética de
Michaelis-Menten (MM). Lineweaver-Burk e Dixon plot foram usados para determinar
se MichaglisMenten poderia ser aplicado. Os valores dos parametros cinéticos estéo
apresentados na tabela 4.

Os resultados de Ky, indicam que MTbgl3b e as B-glicosidases presentes
no extrato bruto apresentaram maior afinidade para p-p-NPG (0.46 £ 0.07 mM) e
celobiose (0.52 + 0.08 mM), respectivamente. Por outro lado, a maxima atividade
especifica (Vmax) para MThbgl3b em celobiose foi duas vezes maior do que a V ma das B-
glicosidases do extrato bruto em celobiose e também MTbgl3b no substrato artificial (p-
B-NPG). Destaforma, apesar da M Thlg3b ter mostrado maior afinidade sobre p-p-NPG, a

enzima e mais rgpida e mais eficiente sobre a cel obiose.

Tabela4. Parametros cinéticos da B-glicosidase de M. thermophila M.7.7.

Substrato p-B-NPG Celobiose
Parametro MThbgl3b Extrato bruto
V max(mol minmg™) 60,85 + 0,05 120,33+ 0,09 54,37 + 0,05
Km (MM) 0,46 + 0,07 0,86 + 0,10 0,52+ 0,08
Ki (mM) 4,26+0,71 - -
Kea (s%) 96,34 190,53 86,08
Keal/Km (MM s™) 209,12 222,22 165,10

Uma grande faixa de valores de K, para p-p-NPG e celobiose tem sido
relatados para inUmeras B-glicosidases produzidas por diferentes fungos, aém da
investigacdo do efeito de diferentes aglcares nessas enzimas (Karnaouri et al., 2013).

Neste trabalho, avaliou-se a inibicdo da MThbgl3b por D-glicose (0-40
mM) empregando p-p-NPG como substrato. Os resultados mostraram que a enzima foi
competitivamente inibida pelo aglicar com valor de K; baixo (4,26 £ 0.71), indicando alta
inibicdo por glicose quando p-B-NPG é o substrato (Figura 14A). Inibicdo pelo p-B-NPG
também foi observada quando a cinética de MM foi realizada na auséncia de inibidor,
notando-se que a cinética segue o perfil Michaeliano até a concentracdo de 1 mM do
substrato artificial, reduzindo a taxa inicial (umol/min/mL) em 40% quando a

concentragcdo do substrato foi de 6 mM, fato ndo observado tanto paraa M Thgl3b quanto
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para 0 extrato bruto quando celobiose foi hidrolisada na auséncia de inibidor (Figura
14B).
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Figura 14. Lineweaver-burk plot da MTbgl3b em p-B-NPG inibida por D-glicose
variando de 0 até 40 mM (A). Taxas iniciais da hidrélise de p-p-NPG e cellobiose
aplicando o extrato bruto e aMThbgl3b de M. thermophila M.7.7. (B).

Apesar da baixa constante de inibi¢&o por glicose, considerando p--NPG
como substrato, as B-glicosidases de T. reesal e A. nidulans, os fungos mais conhecidos e
empregados nos preparados dos coquetéis enzimaticos, apresentaram menor eficiéncia
catalitica e foram mais inibidas por glicose (Chauve et al., 2010) do que a B-glicosidade
MThbgl3b de M. thermophila M.7.7.

5.4.4 Susceptibilidade da M Tblg3b a sais e agentes caotr 6picos

Os efeitos de uma variedade de ions e agentes quimicos foram avaliados
sobre a B-glicosidase purificada. A atividade da enzima foi fracamente reduzida na
presenca de cloreto de sddio e de bario, mantendo 86,6 e 86,2% da atividade residual.
Sulfato de cobre, cloreto de magnésio e sulfato de ferro e zinco inibiram a MThgl3b
restando 24.0%, 19.5%, 6.9% e 4.0% das atividades, respectivamente. Por outro lado
cloreto de cobalto, cécio, potassio e sulfato de manganés ndo alteraram
significativamente a atividade residual que se manteve acima de 94% (Figura 15).

Azida sbdica (0,2%), muita usada como conservantes nos coquetéis
enziméticos, reduziu a atividade da B-glicosidase em 15,18% sendo, no caso de extratos

de M. thermophila, recomendado o uso do sal em concentragdo mais diluida do que 0,2%
(p/v).
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Na presencade SDS e EDTA MThgl3b foi muito pouco inativada seguida
pelo mercaptoethanol (BME) com 93,4% de atividade residual. Os surfactantes triton X-
100 e tween 80 ndo influenciaram a atividade da M Tbgl3b. Desta maneira conclui-se que
a enzima pode ndo depender de ions metdlicos como cofator para sua atividade, além da
sua estrutura tridimensional ndo ter sido alterada por SDS e BME a 0,5% (v/v) e 5 mM,
respectivamente (Figura 16).

Os resultados obtidos apresentam similaridades com trabalhos anteriores.
B-glicosidase 111 de A. terreus (Nazir et al., 2009), p-glicosidase do P. italicum (Park et
al., 2012) e do Melanocarpus sp MTCC 3922 (Kaur et al., 2007) também relataram
independéncia de cofatores e ampla tolerancia na presenca de ions quando p-B-NPG foi
empregado como substrato. As figuras 15 e 16 mostram as atividades residuais na

presenca de ions e solventes.
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Figura 15. Efeito de ions sobre a atividade enzimatica da M Thgl 3b.
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Figura 16. Efeito de solventes sobre a atividade enzimatica da M Thgl 3b.
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A influéncia de etanol e metanol na atividade hidrolitica também foi
avaliada e ambos os alcodis reduziram a atividade enzimatica mesmo na concentracdo de
5% (Figura 17). Os resultados também mostraram que o tamanho da cadeia do solvente
promove inibicdo ou inativagdo da conformagdo da enzima, desde que menor atividade
residual foi medida nas hidrdlises de p-p-NPG quando etanol estava presente na reacéo
enzimética (Figura 17). B-glucosidase de Melanocarpus sp MTCC 3932 e Thermoascus
aurantiacus tiveram suas atividades enziméticas positivamente influenciadas quando
metanol e etanol foram adicionados a reagdo, B-glicosidase Il e 11l (BGII and BGlII) de
Aspergillus terreus foram inibidas em etanol e metanol 20%, no entanto uma terceira
isoforma (BGI) foi positivamente influenciada na presenca dos alcodis (Parry et al.,
2001; Kaur et al., 2007; Nazir et al., 2009). Alguns trabalhos interpretam o aumento da
atividade enzimética na presenca de alco6is como uma influéncia positiva na atividade
hidrolitica, no entanto este comportamento pode também ser explicado pelo aumento da
taxa de transglicosilagdo, no qua p-p-NPG é usado como o doador de prétons e
metanol/etanol como o aceptor nucleofilico, aumentando assim a concentragdo de p-
Nitrophenol (p-NP) proveniente dos mecanismos de hidrélise e de transglicosilacéo,

desde que ambas as reacdes podem ocorrer simultaneamente (Bohlin et al., 2013).
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Figura 17. Efeito de diferente % (v/v) de metanol e etanol na atividade enzimética de
MThbgl3b.
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5.4.5 Especificidade da M Thlg3b a diferentes substratos

A especificidade da MTblg3b foi determinada em uma série de diferentes
aril-glicosideos e sacarideos. A enzimafoi mais especifica em celobiose (53,0 U/mg) e p-
B-NPG (40,2 U/mg), menores atividades especificas foram observadas em laminarina
(12,7 U/mg), lichenana (5,0 U/mg), pB-glucano (3,5 U/mg) e p-B-NP-cellobiosideo (2,3
U/mg) (Figura 18). Nenhuma atividade foi detectada para 4-p-B-NP-gal actopiranosideo, -
xilosideo, -manopiranosideo, -fucopiranosideo, 4-p-a-NP-L-arabinofuranosidase, Avicel
(AV), carboximetilcelulose (CMC), Sigma cell, pectina, xiloglucano, beech and birch
wood xilana, arabinogal actana, galactomanana e lactose.

Desta maneira a MTbgl3b demonstrou elevada especificidade para
sacarideos com menor grau de polimerizacdo, além de atuar especificamente em ligacOes
B-1,4 (celobiose e p-B-NPG), D-glicose -1,3 e f-1,6 (laminarina), D-glicose 3-1,4-and B-
1,3 (lichenana), e D-glicose -1,3, p-1,4 e B-1,6 (B-glucan), sendo entéo classificada, de
acordo com Bhatia e colaboradores (2002), no grupo de enzimas com ampla

especificidade por atuar em diferentes tipos de substratos.
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Figura 18. Efeito de aril-glicosideos e sacarideos na atividade especifica de M Thgl3b.

5.5 Hidrdlise enzimatica empregando o coquetel enzimatico bruto do
Myceliophthora thermophila M.7.7. produzido em bagaco de cana-de-agUcar in

natura

O extrato bruto produzido a partir da fermentacdo de bagaco de cana-de-
acUcar in natura foi selecionado por apresentar grande diversidade de enzimas contidas

no banco de dados CAZy, além disso a biomassa fermentada ndo passou por pré-



66

tratamento quimico, podendo desta maneira fornecer um novo modelo do sistema natural
de biodegradacéo pelo M. thermophila M.7.7.

Os experimentos de hidrélise da biomassa foram realizados em quatro
diferentes substratos, EC, BIN, BEX e BED e a carga de enzima foi de 0,05 mg de
proteina por grama de glucano (ensaios foram realizados anteriormente para avaliar a
saturacdo da carga de enzima). Para detectar mono-, dissacarideos e os acidos liberados, a
técnica de HPLC-RI foi usada, medindo-se glicose, celobiose, xilose, arabinose e os
acidos acético, formico e levulinico.

Os resultados mostraram que mesmo usando baixa quantidade de
proteinas, todos os substratos foram acessados pelas enzimas do extrato bruto, liberando
sacarideos solveis que foram convertidos a glicose. Com atécnicaHPLC-RI foi possivel
somente identificar a concentracéo de sacarideos e alguns écidos, no entanto sabendo que
0 sistema enzimatico oxidativo estava presente no extrato bruto, os resultados obtidos
representam a co-eluicdo de glicose e acido gluconico (Glc+GIcA) e de celobiose e acido
celobidnico (GlcGlc+GlcGIcA). Desta maneira as concentragdes de glicose e a celobiose
foram superestimadas devido aos acidos aldbnicos (agUcares oxidados) produzidos pelo
sistema enzimatico oxidativo do M. thermophila (Cannellaet al., 2012).

Apesar da co-eluicdo, EC apresentou a mais ata concentracdo Glc+GIcA,
seguida por BIN, BED e BEX, respectivamente (Figura 19A). Apesar da reducdo no
indice de cristalinidade e do grau de polimerizacdo devido ao pré-tratamento mecéanico
(Alvira et al., 2010), BIN também foi degradado pelo extrato bruto de M. thermophila
M.7.7. De acordo com Alvira (2010), o pré-tratamento mecanico aumenta a superficie
especifica e reduz o tamanho da particula, que neste caso pode ter favorecido a
acessibidade do ataque enzimético aos polimeros de glucano e xilana. O pré-tratamento
empregado para a obtencéo de BED também conduziu a um aumento na area superficial e
na diminuicdo do grau de polimerizacdo e cristalinidade (Martin et al., 2012). Desta
maneira os resultados da hidrélise mostraram que a concentragé@o de Glc+GIcA foi maior
em BIN e BED do que em BEX, indicando que o tratamento por explosdo a vapor parece

ndo ser suficiente para aumentar o ganho na hidrélise enzimética (Figura 19A).
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Figura 19. Concentracdo (g/L) de glicose mais &cido gluconico (A) e celobiose mais
&cido celobidnico (B) medido apds hidrdlise enzimatica a 5% (p/v) de celufloc (EC),
bagaco in natura (BIN) e bagacos pré-tratados (BED e BEX) a 50 °C, usando como
coquetel enzimatico o extrato bruto do M. thermophila M.7.7. produzido em BIN como

fonte de carbono.

Um substancia nimero de estudos mostraram a importancia da
cristalinidade e do grau de polimerizacdo nas taxas de hidrolise, considerando o tipo de
pré-tratamento, a dosagem, a eficiéncia e o sinergismo entre as enzimas. Experimentos
demonstraram a natureza processiva de enzimas individuais e suas misturas sobre o papel
de filtro, Avicel, celulose microcristalina bacteriana (BMCC), algoddo e celulose tratada
com é&cido fosférico (Hoshino et al., 1997; Vdjamée et al., 1999; Jeoh, Wilson e Walker,
2006; Jeoh et al., 2007). Entretanto os autores elucidaram 0 mecanismo sinérgico apenas
carregando CBHSs e endoglucanases sobre os diferentes substratos cristalinos, resultando
na diminuicdo do efeito sinérgico. Em contraste Langston (2011) analisou o0 sistema
enzimatico oxidorredutivo da despolimerizacdo da celulose aplicando classes nativas e
recombinantes de CDHs e AA9 suplementados com CBHs e endoglucanases, resultando
no aumento da conversdo da celulose microcristalina, do Avicel e inclusve do BMCC
(Langston et al., 2011). Dois estudos de AA9 de Thermoascus aurantiacus e Neurospora
crassa mostraram a habilidade da AA9 no aumento da atividade de celulases na presenca
de CDH (Kostylev e Wilson, 2012). Assim, parece que o efeito sinérgico observado pelo
sistema enzimético do M. thermophila M.7.7. ndo depende somente das diferencas
guimicas apresentadas pelas variedades de pré-tratamentos na biomassa, mas também é

dependente da microcristalinidade e da area superficial disponivel de cada biomassa.
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Na hidrolise de EC a concentracdo de GlcGlc+GlcGIcA foi maior e
permaneceu constante entre 12 e 24 horas (Figura 19B), provavelmente devido a ata
quantidade de &cido celobiénico gerada pela acéo das CDHs e celobiose gerada pelo
complexo de celulases. Apoiando a especificidade da CDH por estruturas cristalinas da
biomassa vegetal, o BIN também foi convertido quando o extrato bruto foi aplicado,
entretanto nenhum acumulo de GlcGlc+GIcGIcA foi observado, sugerindo que a
conversdo do bagaco in natura a glicose néo foi afetada pela inibicdo da B-glicosidase
(Dale et al., 1985; Parry et al., 2001). Além disso, uma menor acdo das CDHs pode ter
ocorrido devido a menor acessibilidade das enzimas ao BIN, resultando em uma menor
concentracdo de celobionolactona, podendo esta também ter sido Ientamente convertida,
via reacdo enzimatica com B-glicosidase, a glicose e acido gluconico (Cannella et al.,
2012).

CDHs foram as enzimas mais secretadas quando BIN foi a fonte de
carbono, apresentando a partir dos resultados, ser uma das mais importantes enzimas
auxiliares necessérias na conversdo da biomassa lignoceluldsica para o M. thermophila,
por romper primeiramente as regides microcristalinas da celulose, liberando cadeias de
oligossacarideos, permitindo a melhor acdo das CBHs e também abrindo a estrutura do
substrato para que endoglucanases possam alcancar e atuar sobre as regioes amorfas do
polimero. Além das CDHs, duas diferentes GH7 também foram identificadas no
secretoma, sugerindo a ocorréncia do modo sinérgico de agdo no processo enzimético de
hidrdlise, predito por Reese em 1950 (Elwyn, Siu e Levinson, 1950).

Ambos pré-tratamentos, explosdo a vapor e o tratamento combinado de
explosdo a vapor mais a dedlignificagdo alcalina, ndo mostraram efeitos melhorando a
acessibilidade e digestibilidade da celulose. Assim, se sup8e que o extrato bruto possui 0
sistema enzimético eficiente e sinérgico para a biodegradacéo, desde que a celulose
comercial e 0 bagaco in natura triturado apresentaram os melhores resultados.

Acido acético, xilose e arabinose também foram detectados nos
hidrolisados. A produgdo e as quantidades detectadas apresentaram ser dependentes do
substrato empregado. Por exemplo, o &cido acético foi detectado somente quando BIN foi
hidrolisado, sendo que grupos acetil sdo encontrados na hemicelulose do bagaco in
natura (Alvira et al., 2010). Os hidrolisados de BIN e EC mostraram as mais atas
concentracfes de xilose. Andlises prévias da composicdo quimica de BIN e EC
detectaram que os substratos contém cerca de 25,2% (Rocha et al., 2012) e 15% de
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hemicelulose (Ribeiro et al., 2012), respectivamente. Ja BED e BEX que resultaram em
hidrolisados com menor concentracéo de xilose, mostraram contelldo de hemicelulose em
cercade 6,5% (Rocha et al., 2011; Martin et al., 2012). Arabinose foi detectada somente

em EC e BIN (Figura 20). Os écidos férmico e levulinico ndo foram detectados.
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Figura 20. Concentragtes (g/L) de xilose e arabinose medidas apos hidrdlise enziméatica a
5% (p/v) de celufloc (EC), bagaco in natura (BIN) e bagacos pré-tratados (BED e BEX)
a 50 °C, usando como coquetel enzimatico o extrato bruto do M. thermophila produzido
em BIN como fonte de carbono.

Contudo o bagaco in natura apresentou maior conversdo da celulose,
alcancando 21%, seguido da celulose comercia a 16% em 24 horas de hidrdlise com

carga enzimatica de apenas 0,05 mg de proteina total/grama de glucano (Figura 21).
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Figura 21. Conversdo da celulose nas hidrdlises de celufloc (EC), bagago in natura (BIN)
e bagacos pré-tratados (BED e BEX).
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6. Conclusdes

Diferentes fontes de carbono influenciaram o perfil de producéo de FPases,
xilanases e B-glicosidases quando M. thermophila M.7.7. foi cultivado sob agitagdo
constante em shaker, sendo a xilanase a enzima que apresentou maior atividade em todas
as fontes estudadas.

Os diferentes periodos dos pulsos de alimentacdo com BEX e a variagdo na
temperatura nos biorreatores de 2 L ndo favoreceram aumento das atividades enziméticas.
Os valores de FPase obtidos nos ensaios dos biorreatores foram tdo baixos quanto as
atividade do cultivo em shaker.

A andlise dos diferentes secretomas por fingerprinting identificou 187
proteinas de M. thermophila M.7.7., onde foram observadas relevantes diferencas na
expressao e secrecdo das enzimas em funcdo das caracteristicas quimicas e estruturais dos
polimeros naturais e comerciais empregados como substrato na fermentacdo submersa.

Um extenso repertorio enzimatico do sistema oxidativo lignocelulitico foi
identificado pela espectroscopia de massas, incluindo maxima expressdo de CDHs com
0s bagagos de cana-de-aclcar in natura e explodido e deslignificado como substrato,
sendo portanto necesséria a caracterizacdo do coquetel enzimatico de M. thermophila
empregando técnicas redox, aém dos métodos classicos de dosagem de atividade
enzimatica

A MThbgl3b mostrou alta estabilidade em pH 5,0 e a 50 °C, que sdo 0s
valores dos parametros usuais empregados na hidrélise do lignocelulosico, além do
tempo de meiavida de 16 dias nessas condigoes.

Apesar da baixa constante de inibi¢&o por glicose, a MThgl3b apresentou
maior eficiéncia catalitica e foi um pouco menos inibida do que as B-glicosidases de
T.reesal e A. nidulans, que s&o os fungos mais conhecidos e empregados nos preparados
de coquetéis enziméticos.

Hidrdélises enzimaticas realizadas com o extrato bruto de M. thermophila
M.7.7. com baixa carga de proteina, apresentaram maior conversao nos substratos bagaco
in natura e em celulose comercial, do que nos bagagos pré-tratados a vapor (BEX) e pela
combinacdo vapor mais solucdo acalina (BED), indicando que os pré-tratamentos
inviabilizam as interacbes sinérgicas na hidrolise da celulose pelas enzimas do

microrgani smo estudado.
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A medida de concentracdo de celobiose mais a do écido celobibnico
mostrou que nas condicbes experimentais empregadas ndo existiu acumulo do
dissacarideo e de seu respectivo acido no tempo de 48 h de hidrdlise, o que indica que o
complexo de B-glicosidases no coquetel de M. thermophila foi suficiente para a

conversdo da biomassa a glicose nas condic¢des ensaiadas.

7. Per spectivas

Os resultados mostraram que o fungo termofilico M. thermophila M.7.7.
apresenta um complexo enzimatico habil, tornando-o um microrganismo promissor
guando a hidrdlise da biomassa é desgjada.

Assim, para a otimizagdo, a melhor aplicabilidade e o potencial emprego
desse sistema enzimético, uma série de ensaios e melhoramentos ainda devem ser
realizados:

- avaliagdo da biomassa consumida e a producdo de glicose e de aglicares
oxidados durante a fermentagéo;

- otimizac&o da carga de proteina em funcdo da concentracdo de solidos
totais maior do que 5%;

- avdiar a agdo do extrato enzimatico em diferentes substratos,
considerando diferentes granulometrias e o estado estrutural de substratos pré-tratados e
nao pré-tratados;

- emprego de ferramentas biomoleculares na clonagem e expressdo das
enzimas de M. thermophila M.7.7. para futuros estudos estruturais, jA que baixas
concentracOes de proteinas totais sdo obtidas a partir das fermentagdes do microrganismo
nativo, além do possivel melhoramento genético de outros microrganismos aplicados a
biodegradacéo;

- empregar HPAEC-PAD (high pH anion exchange chromatography-
pulsed amperometric detection) para a detecgdo dos agUcares oxidados;

- empregar métodos redox para a dosagem de atividade enzimatica;

- executar hidrdlises enzimaticas considerando o extrato bruto do fungo

estudado, além de coquetéis enziméticos contendo enzimas do M. thermophila M.7.7.
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Abstract

The identification of new and high efficient enzymes, enabling bioconversion of
lignocellulosic biomass into biofuels is one of the most demanding subjects in
biotechnology. The interests are synergistic procedures that effectively combine
traditional high-temperature pretreatment processes with thermophilic enzyme cocktails
thus achieving faster cellulosic conversion rates with decreased enzyme loads. Here
Myceliophtora thermophila was grown on integral and fractionated biomass substrates
and secretomes determined by LC-MS/MS. Severa glycoside hydrolase families (GHS),
including GH55, GH3, GH18, GH31, GH43, GH38 and GH81 were identified mainly
when grown on hemicellulosic substrates. GHs were also identified on sugar cane

bagasse and microcrystalline cellulose, whereas GH7 and AA3 were the most abundant

proteins. Enzyme hydrolysis assays with integral biomass and commercial substrate
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showed that microcrystalline cellulose and “in natura” substrate have higher hydrolysis
rate when compared to pretreated biomass, clearly indicating that hydrolysis of integral
biomass involves accessory activities beyond the hydrolysis of glycosydic bonds.
Keywords

cellobiose dehydrogenase, Myceliophthora thermophila, enzymatic hydrolysis, sugar
cane bagasse, submerged fermentation

1. Introduction

Biomass is a universally abundant, renewable resource useful for the
production of biofuels, pharmaceuticals and starter chemicals that can be converted into
plastics and other commercia composites if polymerized sugars may perhaps be
extracted. Enzymatic degradation of biomass polymers into fermentable sugars is a
recalcitrant process for which a complete efficient breakdown mechanism remains to be
discovered.

In recent decades the application of enzymes in various biotechnical and
industrial applications had a tremendous impact in process optimization and resulted in
considerable increase of interest in celulolytic and xylanolytic fungal thermophilic
enzymes. Thermophilic enzymes in genera tolerate higher operating temperatures than
mesophilic enzymes and are stable at 60 to 80°C (Berka et al. 2011). Besides promoting
hydrolysis at high temperatures thermostable enzymes also tolerate wide and extreme pH
values as well as being resistant to interference of a wide variety of chemicals present in
crude reaction mixtures. Therefore, thermostable enzymes present in a typical bioreactor
environment are advantageous they decrease contamination levels, and increase the
overal reaction performance rate resulting in the improvement of the overall process

(Merheb-Dini et al. 2009).
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When grown on lignocellulosic materiads the thermophilic fungus
Myceliophthora thermophila, (isolated from nature and identified by molecular
sequencing 1TS1-5.851TS2 rDNA region), produces biomass degrading enzymes in
solid-state fermentation processes, with higher thermostability than mesophilic fungi,
such as Aspergillus sp 2M1, Trichoderma reesei, Penicillium canescens CP10, P.
janthinellum and Penicillium sp (Moretti et a. 2012). So far the production of xylanases
(Badhan, Chadha, Kaur, Sonia, et al. 2007) and other cellulolytic enzymes (Badhan,
Chadha, Kaur, Saini, et al. 2007) has been reported. The submerged fermentation system
is presently the most applied bioprocess in biotechnology, because this process can be
scaled up straightforwardly, moreover all process parameters which significantly affect
growth and enzyme production, such as the fermentation medium, inoculum, pH,
temperature, agitation and separation can be handled and monitored easily (Singhania et
a. 2010). However more detalled information concerning the cultivation of
Myceliophthora genus on submerged fermentation is required, as recently the high
potential of cellulolytic enzyme from M. thermophila was recognized (Gusakov and
Sinitsyn 2012). To obtain more insights about enzyme production by M. thermophila in
submerged fermentation, shaker flasks and controlled bioreactors were performed a series
of experiments, using various carbon sources and nutritional supplements. Furthermore,
the proteome of selected secretomes of M. thermophila was anayzed, in order to
qualitatively and quantitatively assess enzyme production and to analyze the potential
application of these enzymes to hydrolyse pretreated sugar cane bagasse and other

biomass resources.
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2. Material and Methods
2.1. Microorganism and inocula prepar ation

Myceliophthora thermophila was grown on solid agar petri dishes in
Mandels and Weber culture medium (1969) at 45°C for 7 days. The plates were scraped
with a platinum loop and the spores suspended in 0.1% Tween 80 (Sigma-Aldrich) and
added to a inoculum culture medium containing (in w/v%) commercial microcrystaline
cellulose Celufloc 200™ (Celufloc Ind. Com. SP, Brazil), 1.0%; glucose, 1.0%, peptone,
0.1% and Tween 80 (Sigma-Aldrich, USA), 0.1%. The inoculum was incubated at 45°C,
250 rpm for 72h.
2.2. Experimentsin shaken flasks

Twenty ml of inoculum suspension prepared as above were transferred to 1 L

Erlenmeyer flasks containing 200 mL of Mandels and Sternberg culture media (1976)
with 1% (w/v) of the following carbon sources. steam-exploded sugar cane bagasse
(SET), delignified steam-exploded sugar cane bagasse (DSET) both prepared as
described by Rocha (2011), Celufloc 200™ (EC), wheat bran (WB); soybean mill (SM),
glyceral, lactose, sucrose and commercia fructoligosaccharides (FOS) (Corn Products
Inc. SP., Brazil). Supplementation assays were performed using the above carbon sources
in different proportions. Incubation were made in an orbital shaker (Innova 44R; NBS,
USA) for up to 120 h at 45°C and 250 rpm. Sample withdrawa was performed daily for
determination of enzyme activities and protein concentration.
2.3. Bioreactor experiments

Fermentation assays were performed in a lab-scale bioreactor (Bioflo ®
115, NBS, USA) with aworking volume of 1.5 L, using SET, sucrose and WB as carbon
sources. The inoculum was 10% of the working volume. Other media components were

as described in Mandels and Sternberg (1969). Fermentations were conducted in batch or
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pulse-fed batch procedure, the dissolved O, concentration was > 30% of air saturation
and mechanical stirring was performed with two Rushton type impellers, in the range of
200 to 400 rpm. Prior to use al equipment was sterilized for 30 minutes at 121°C.
Automatic pH control was done using a 0.4 M HCI and NH4OH aqueous solution 3:1
(v/v). Foaming was controlled as required by manual addition of sterile antifoam
polypropylene glycol 2000 (Dow Chemical, SP, Brazil). Samples were withdrawn under
sterile conditions daily, centrifuged at 12.000 rpm for 25 minutes at 4°C and supernatants
collected for FPase, xylanase, B-glucosidase and total protein measurements. All
experimental conditions and process parameters are summarized in Table 2.
2.4. Enzymatic activity assays

The filter paper activity (FPase) was determined as described by Ghose
(1987), with modifications to reduce the scale of the procedure by a factor of ten.
Xylanase activity was determined by the method described by Bailey & Poutanen (1989).
Released reducing sugars were measured by the dinitrosalicylic acid (DNS) method
(Miller, 1959), using glucose and xylose as standards respectively. The activity of B-
glucosidase was measured using p-nitrophenol-B-D-glucopyranoside (pNPG) (Sigma-
Aldrich, USA) as substrate, according to Zhang (2009). The total protein content was
measured in microplates using Bio-Rad assay reagent (Bio-Rad Laboratories, USA),
using a procedure based on the Bradford method (Bradford 1976). Bovine serum albumin
was used as standard.
2.5. Mass spectrometry analysis (LC-MSMYS)

Myceliophthora thermophila was inoculated on glucose (GLC), mix of
avicel (AV) and carboxymethylcellulose (CMC) (1:1, CEL), mix of beechwood, oatspelt
and birchwood xylan, arabinan and wheat arabinoxylan (1;1:1:1:1, XYL), on in nature

sugar cane bagasse (INSC), SET and DSET up to 36 h. The fermentation was performed
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as described in section 2.1 and 2.2. Supernatants were concentrated by ultrafiltration (10
kDa cutoff) to 100 ug of total protein and applied on a SDS 12% polyacrylamide gel as
described by Weber & Osborn (1969). The gel bands were cut out, separated and treated
for LC-MS/MS analysis as described by Shevchenko (1996) with some modifications.
All MS/IMS data were analyzed using Mascot (Matrix Science, London, UK; version
2.2.04), set up to use a NCBI Myceliophthora thermophila ATCC 42464-subset database
for search, considering the digestion enzyme trypsin. Mascot search was performed with
a fragment ion mass tolerance of 0,60 Da and a parent ion tolerance of 6,0 ppm. Scaffold
(version Scaffold 4.0.7, Proteome Software Inc., Portland, OR) was used to validate the
MS/MS based peptide and protein identifications. Peptide identifications were accepted if
the probability was higher than 34,0% and achieving an FDR less than 5,0% by the
Scaffold Local FDR agorithm. Protein identifications were accepted if at least 2
identified peptides showed a probability higher than 79,0% to achieve an FDR less than
5,0%. Protein probabilities were assigned by the Protein Prophet algorithm (Nesvizhskii
et al. 2003).
2.6. Enzymatic hydrolysis using M. thermophila crude enzymes

Enzymatic hydrolysis experiments were carried out on EC, INSB, SET and
DSET at a final concentration of 5% (w/w) of substrate total solids (TS) in 125 mL
Erlenmeyer flasks. Fifty mL of the crude enzymatic extract from INSB fermentation
(0.05 mg of total protein/g of glucan) was the total protein amount loaded and operated at
50°C and applying an agitation speed of 200 rpm. All experiments were performed in
duplicates. Samples were withdrawn at 0, 6, 12, 24 and 48 h and the glucose, cellobiose,
xylose, arabinose, acetic, formic and levulinic acids concentrations (g/L) were measured
by HPLC Dionex Ultimate 300 system equipped with a refractive index detector (HPLC-

RI) using an Aminex ®HPX-87H and eluted with 5 mM H,SO, at 0.6 mL/min. Sugars
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and acids in control samples containing only the respective substrate and citrate buffer 50
mM pH 5.0 were aso measured. All samples were filtered using a Millex TM 0,22 um
filter prior to further analysis.

3. Resultsand discussion

3.1. Effect of carbon source upon celulolytic and hemicdlulolytic enzyme
production

To assess the production of cellulases, xylanases and B-glucosidases, a
series of agro industrial waste products and nutrient supplements were tested in
submerged fermentation flasks. SET, DSET, WB and EC were inoculated and cultivated
individually. Some dual mixtures of residue-residue and SET with soluble carbon sources
(FOS, glyceral, lactose and sucrose) were aso tested. The highest activity values for
FPase, xylanase and -glucosidase are summarized in Table 1.

Among the different tested carbon sources steam-exploded sugarcane
bagasse (SET) was the best inducer for FPase activity as it showed after 48 h of
cultivation a vaue of 0.23 FPU/ml (specific activity of 1.91 FPU/mg of protein),
followed by SET supplemented with lactose in aratio 3:1 showing after 72 h a value of
0.19 FPU/ml (specific activity of 1.58 FPU/mg of protein).

A decrease of the SET:lactose ratio to 1:1 lead to possible catabolite
repression of FPase activity (Table 1). Oberson (1992) performed a comparative research
in different strains of the fungus Myceliophthora termophila not observing growth
increase or enzyme production efficiency when lactose was used as the sole carbon
source.

SET supplemented with glycerol and SET plus sucrose resulted in
maximum activity similar to that of SET:lactose with a ratio 3:1, indicating that both

supplements interfere with the production mechanism of cellulases, however was
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observed that the maximum FPase activity time was shifted from 72 h when lactose was
the supplement to 96 h when glycerol and sucrose were used. The remaining substrates
showed activities less than 0.13 FPU/ml resulting in a reduced production of cellulases
measured for FPase method.

The best carbon sources for the production of xylanases was SET plus
FOS after 48 h incubation, SET with lactose in aratio of 1:1 and SET plus sucrose, both
after 72 h incubation. FOS is composed of kestose, nystose and fructofuranosyl nystose,
which are polymers derived from sucrose homologous, consisting of oligo and
polysaccharides of non-reducing fructose, usually joined by  (2-1) and B (2-6) bonds
linked to a molecule of glucose, or sucrose in the case of fructofuranosyl (de Souza et al.
2005; Duchateau et al. 1995). FOS is an excellent xylanase inducer, however FPases and
B-glucosidases were not detected. Badhan (2007) also observed increased expression of
xylanase in Myceliophthora sp. IMI 387099 after submerged fermentation with a culture
medium containing xylan and supplemented with fructose monosaccharide, indicating an
up-regulation of these enzymes by this monosaccharide. The second best
source producing xylanases was SET plus lactose with aratio 1:1. When the ratio was 3:1
the xylanase activity was reduced, indicating that the disaccharide up-regulates the
production of xylanases. On the other hand it has been noticed that higher lactose
concentrations down-regulate cellulolytic system. SET and SET plus sucrose and SET
plus glycerol exhibited a stable production throughout cultivation time. Badhan (2007)
also observed a non-repressive effect during the production of xylanases when glycerol
was added to the medium. EC, SET plus WB and DSET show similar profiles and lower
xylanase activities. The WB sole carbon source results also in a reduced xylanase activity

after 48 h of culture incubation.
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In order to obtain further insights about the enzymatic production system,
additional experiments were performed to assess the effect of SET carbon source ranged
from 1% up to 3% (w/v) and the inoculum concentration from 10 up to 30% (Vv/v).
Overal the xylanase production was not affected, however a decrease of FPase and -
glucosidase activities was observed (data not show). Thus, the xylanase expression
system from Myceliophthora thermophila in SET isfree of catabolic regulation.

Production of B-glucosidase was induced when WB was the carbon source,
followed by SET plus WB in 72 h. According to Singhania (2011) WB is arich source of
nutrients comprising proteins, cellulose, starch and minerals and apparently it may
promote growth and enzyme production. Aspergillus niger NIl 08121 aso shows
maximum B-glucosidase activity when WB was used as carbon source, whereas cellulose
and lactose showed lower activities (Singhania et a., 2011). WB was also the best source
for Aspergillus niger NRRL 599 to produce B-glucosidase; on lactose the B-glucosidase
activity of the same A. niger was lesser than 50% compared to WB (Zahoor et a. 2011).
In submerged cultivation the thermotolerant fungus Aspergillus terreus AN1 showed the
B-glucosidase production induced by fructose, cellobiose, paper, corncob and whesat straw
substrates (Nazir et a.; 2009).

SET plus lactose at a ratio of 3:1, glycerol and sucrose showed similar
profiles with maximum activity at 120 h of cultivation. As observed for FPases, SET plus
FOS and lactose, suppressed the B-glucosidase synthesis (Table 1).

In general, DSET and EC did not serve as a suitable inducing carbon
source for any of the enzymes analyzed, however the deconstruction of the DSET was
visually noticed, such as SET and INSB in the submerged cultivation. Thereby results

indicate that further studies about M. thermophila proteomics and specific hydrolysis
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experiments must be done to verify the main secretome profile and enzymatic efficiency
of the fungus applyied to the disruption of the biomass.
3.2. Bioreactor experiments

To determine the profiles of FPase, xylanases and B-glucosidases in batch
and fed-batch bioreactor modes, experiments at settled and controlled pH, temperature,
agitation and dissolved oxygen concentration were employed using the best carbon
sources selected when M. thermophila was growing on shaking flasks conditions.

The different performance values for activity and protein concentration are
shown in Table 2. Run #1 and Run #2 were carried out at pH 5.0 and 45°C differing only
in the pulse regimen. Run #1 used one single 5g SET pulse; Run #2 was performed
applying two 5 g SET pulses at 48 and 96 hours. Run #3 was carried out at the conditions
of Run #2, however the pH was 6.0. Run #4 was equal to Run #3 however the initial
temperature was 38°C until 96 hours, when a single pulse supply of 5 g of SET was
added to the system. Before adding the pulse the temperature was reduced to 29°C until
the end of the experiment. Run #5 and Run #6 were carried out at standard batch mode
conditions (45°C and pH 6.0) using SET plus sucrose (3:1) and WB as carbon sources
respectively. Figure 1 displays the time evolution of the experiments in terms of
measured enzyme activities and protein concentrations.

M. thermophila bioreactor cultivation was conducted by the fed batch
mode and surprisingly showed a reduction in cellulose activity when compared to the
shaker flask experiment, when SET was the carbon source (Fig. 1A and B). Assays
employing the same set of fed conditions and temperature at different pH values (5.0 and
6.0) also showed no significant differences in the activities of FPases and xylanases,
however with a slight increase of 3-glucosidase activity when performed at pH 6 (Fig. 1B

and C).
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It is known that thermophilic fungal proteases exhibit optimal activity
between 40 and 70°C (Merheb-Dini et al., 2009). Seeking to minimize the influence of
proteolytic enzymes in the process, cultivation was conducted at 38°C and prior to feed
pulse (at 96 h) the temperature was reduced to 29°C (Fig. 1D). Again no significant gain
in activity of FPases, xylanases and -glucosidases was observed.

Despite of SET plus FOS have shown greatest activity in the shaker, SET
plus sucrose was the carbon source selected to analyze xylanase production in the
bioreactor, due xylanases production has remained stable for 120 h of fermentation in
shaker experiments (data not show). The bioreactor assay applied SET plus sucrose (Fig.
1E) showed maximum xylanase activity 24 h previous, but lower than in shaker assay
(Tables 1 and 2).

Both, shaker and bioreactor procedures favored the metabolism of M.
thermophila inducing the biosynthesis of -glucosidases when WB was the carbon source
showing maximum B-glucosidase activity 24 h previous in the bioreactor than obtained in
shaker (Fig. 1F).

In conclusion, bioreactor experiments demonstrated that carbon
sources SET supplemented with sucrose (Fig. 1E) and only WB (Fig. 1F) stimulate the
production of FPase and B-glycosidases. Overall the pulses of SET at different time
intervals and pH values held at 5.0 or 6.0 did not enhance any particular enzyme activity
in the bioreactors. Temperature reduction from 38 to 29°C appeared to have some
influence on protein production, probably because alleviation of protease activity.
However, further investigations on proteolytic acitivity are still required.

In general the results show that is possible to use a submerged bioreactor
with M. termophila to produce glycohydrolases from agricultural waste and raw

materials.
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3.3. Proteomic response of the Myceliophthora thermophila secretome

To determine and characterize proteins secreted by M.themophila, when
growing on five different biomass fractions and growing on glucose as sole carbon
source, the extracellular protein extracts were analyzed in detail by LC-MS/MS.

After 36 h of cultivation the six supernatants were concentrated, applied to
SDS-PAGE and gel bands used for LC-MS/MS analysis. For protein identification the
LC-MS/MS spectra were analyzed applying the Mascot lons Search software (Matrix
Science, UK) and the Scaffold Proteome Software Inc. (Portland, OR) using the NCBI
Myceliophthora thermophila ATCC 42464 database, containing al non-redundant
proteins of M. thermophila.

All spectra acquisitions were analyzed under 5% FDR and considering at
least 2 identified peptides. In all 187 M. thermophila secreted proteins were identified
from 7327 unique peptides characterized by mass spectroscopy. 72 proteins were found
to be present in al six growth conditions (6115 unique peptides). Eight proteins were
INSB-specific (23 unique peptides), 5 DSET-specific (12 unique peptides), 4 SET-
specific (12 unique peptides), 6 CEL-specific (17 unique peptides), 11 XY L-specific (51
unique peptides) and 5 glucose-specific (10 unique peptides). 76 proteins were identified
at least on two carbon sources (1051 unigue peptides).

The magjority of the matches belong to protein identitites already deposited
in the CAZy database, which is a database dedicated to carbohydrate active enzymes
(www.cazy.org). 80% of the enzymes secreted by M.thermophila, applying the six
different carbon sources, correspond to entries in the CAZy database. The results
obtained indicate that M. thermophila has a unique, extended and wide range

hemicellul otytic enzymatic system.
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Oveadll the glycoside hydrolases, GH55, GH3, GH18, GH31, GH43,
GH38 and GH81 were the most abundant enzymes, mainly when XYL was the carbon
source, reaching 63% of the total identified proteins (Fig. 2). Xylanases were identified
(GH10 and GH11) and mainly secreted when xylan and INSB was the carbon source.
Further most abundant glucosidases (GH1, GH17, GH30), galactosidases (GH2),
manosidases (GH47, GH92), mananases (GH26), amylases, glucodextranases, glucanases
(GH13, GH15, GH16, GH71) and fucosidases (GH95) were secreted. Severa other GH
families were identified, however they correspond to a lower number of unique peptides
(supplementation data Table S1).

The percentage of GHs decreased 25% comparing commercial xylan and
cellulose as cultivation medium, which CEL secreted 38% of GHs enzymes. The INSB,
DSET and SET medium resulted in a GHs secretion of 47, 49 and 46% respectively. On
the other hand 22% of cellobiohydrolases, GH6 and GH7 (CBHs), were secreted on CEL
(87 and 97 unique peptides, respectively), 13% on INSB (25 and 90 unique peptides) and
16% were secreted on both pretreated bagasse (13 and 90 unique peptides to DSET and
24 and 100 to SET). CBHs showed a lower number of identified peptides when xylan
was the carbon source, corresponding to only 6% of the total secreted proteins. Also
endoglucanases, (GH5, GH12 and GH74) are secreted to a relative low level, 3% with
CEL, INSB, DSET and SET and 2% with XYL as medium (Fig. 2). In this case the
different degree of polymerization, cristalinity index, surface area, porosity,
hemicellulose content, lignin barrier and biomass composition can not be assigned to be
the regulating factor for the secretion of endoglucanases, as was observed for several
other M. thermophila glycoside hydrolases (unique peptides count in supplementation
data table S1). Two carbohydrate binding modules family 1 (CBM1) (24 and 12 unique

peptides) were not only identified in glucose and xylan medium, WSC binding (59
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unique peptides) and a domain resembling a carbohydrate-binding family 1 segment (38
unique peptides) were identified in all growth conditions. Although some CBM matches
were identified, they only match up to 2% considering al carbon sources. M.
thermophila secreted also some polysaccharide lyases (PL1, PL3, PL4 and PL20) and
carbohydrate esterases (CE1, CE3, CE8 and CE16) however, as found for the CBMS,
both enzyme classes are secreted at low levels (Figure 2). All unique peptides used to
identify CBM, PL and CE enzymes are shown in supplementation data table S2.

Recently some enzymes, have been reclassified and assigned within the new
Auxiliary Activity families (AAs) in the CAZy classification database (Levasseur et a.
2013, Horn et a. 2012). Our results indicate that AAs reached 16% on CEL, 12 and 13%
on INSB and SET, 7% and 6% on DSET and XYL respectively (Fig. 2). Most AAs
matches correspond to the AA3 glucose-methanol-choline oxidoreductase (GMC). The
GMC oxidoreductases are flavoproteins containing a flavin-adenine dinucleotide (FAD)
binding domain and are divided into 4 subfamilies. The subfamily AA3 1 contains
Cellobiose Dehydrogenases (CDHs), which oxidize the Cl1 anomeric position of
cellobiose or longer cellodextrins to the corresponding cellobiono-1,5-3-lactonas or
cellobionolactona, which are spontaneously or enzymatically hydrolyzed to aldonic acids,
while FAD is reduced do FADH, (Hallberg et a. 2002) and enzymes belonging to the
subfamilies AA3_2 and AA3 3 catalyze several aromatic and aiphatic alcohols to
aldehydes and H,0O,.. The forth subfamily is named AA3_4 resembles pyranose oxidases.
This enzymes catalyze the C2 oxidation of D-glucopyranose and structurally analogous
mono and disaccharides to the corresponding sugars, while reducing O, and H,O..
Enzymes of all four subfamilies participate in the generation of hydroxyl radicals via the
Fenton reaction, thereby potentially oxidizing lignin (Harreither et a. 2011, Levasseur et

al. 2013, Phillips et al. 2011).
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The AAs protein matches identified two cellobiose dehydrogenases
secreted in high amounts in all growth conditions, applying 222 and 101 unigque peptides
and one AA3 1 type enzyme (19 unique peptides), which was less secreted on glucose.
Four matches corresponding to the AA3 2 family, resembling aryl-alcohol oxidases and
glucose oxidases, were also identified on different bagasses and one of them was also
upregulated in all growth conditions. Peptides matching alcohol oxidases (AA3_3), the
last AA3 family found, were identified only on CEL and INSB (2 and 4 unique peptides,
respectively).

A glyoxal oxidase (copper radical oxidase), belonging to the subfamily
AA5 1, which oxidizes smple aldehydes to the corresponding carboxylic acids
(Whittaker et al. 1996), was also identified in all secretome conditions (85 unique
peptides) showing the lowest unique peptide count on the glucose standard.

Lytic polysaccharide monooxigenases (LPMOs) belonging to the auxiliary
activity family 9 (AA9), previoudy classified as GH61 (Harris et al. 2010) were also
secreted. However only seven matches were identified with a relative low number of
unique peptides in all secretomes, even though Myceliophthora thermophila fungal has
22 LLPMOs genes encoding them in its genome (Levasseur et al. 2013). In spite of the low
number of unique peptides identified, it was interesting to notice that LPMOs are up
regulated when M. thermophila grew mainly on commercia cellulose (32 unique
peptides) and INSB (18 unique peptides) suggesting that the sugar cane bagasse
pretreatment modify the cellulose structure which may unfavored the AA9 biosynthesis.
Recently studies demonstrated that LPMOs can act synergistically in cellulose hydrolysis
with CDHSs by coupling the cellobiose oxidation to the reductive activation of LPMOs,
increasing the cellulose conversion (Phillips et al. 2011, Langston et a. 2011,

Dimarogona, Topakas, and Christakopoulos 2013). However the secretome analysis
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showed an over-expression of CDHs but under-expression of LPMOs, suggesting that
CDHs can use also other electron acceptors beyond LPMOs. Therefore it can be either
supposed that enzymes of the AA9 family are highly specific and the oxido reductive
cycle occurs fast enough to recover these enzymes to their initial redox condition,
considering the mechanism proposed by Phillips et al., 2011, or LPMOs remain firmly
bound to lignocellulose and were therefore under-represented in the microenvironment
analyzed. The supplemental Table S3 shows the unique peptides corresponding to the
seven LPMOs matches.

Enzymes of the Auxiliary Activity family 1 were aso found mainly on
XYL, INSB and SET with 15, 14 and 10 unique matching peptides, respectively. This
class has three subfamilies, laccase (AA1 1), ferroxidase (AA1_2), which catalyze the
oxidation of phenolics, aromatic amines or other electron-rich substrates via reduction of
oxygen to water (Canas and Camarero 2010), and the subfamily AA1 3 named laccase-
like multicopper oxidase. Matches from ferroxidase were not found on M. thermophila
secretomes.

A FAD oxidase-like protein was identified in the secretome grown on CEL
(2 unigue peptides), on XYL, INSB (5 and 4 unique peptides in each condition) and on
SET (3 unique peptides). According to Levasseur (2013) this enzyme is a gluco-
oligosaccharide oxidase classified to be member of the AA7 family. The characteristic
enzymatic feature of this enzymes is oxidizing the C1 hydroxyl groups of -1,4 linked
sugars through two half-reactions featuring the oxidation of the reducing sugar to the
lactone and spontaneous hydrolysing the corresponding acid, being able to oxidize mono,
di- and cello-oligosaccharides with concomitant reduction of O, to H,O,.

Overall seventeen protein matches with predicted function were identified,

but only four of these show a high number of unique peptides corresponding to catalase, a
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aldose epimerase like protein, a piridine nucleotide-disulfide oxireductase like protein
and a extracellular aldolactonase (supplementation data Table $4).

Catalases are enzymes that play critical rolesin protecting cells against the
toxic effects of hydrogen peroxide, that are constantly generated as byproducts of aerobic
metabolism and through enzymatic activities (Bourdais et a. 2012). The secretome
analysis identified also enzymes belonging to the H,O,-generating enzyme families
(AA3 3, AA7, AA3 2 and AA5 1), which were under-expressed on glucose medium,
suggesting a function reducing the H,O, level in this secretome. However the catalase
was up regulated in all carbon sources and on glucose as well. Aldose epimerase, a
enzyme responsible for the anomeric interconversion of D-glucose and interconversion of
other aldoses between their a- and - forms (www.ebi.ac.uk) was clearly identified and
correlated to a significant number of unique peptides, matching even when D-glucose
was used as carbon source. The results confirm that aldose epimerase is functional
activated for the glucose metabolism, turning the saccharide over to the best anomeric
configuration for assimilation. The pyridine nucleotide disul phide oxidoreductase family,
identified in all growth conditions, comprises an important group of enzymes which
catalyse electron transfer between NAD(P)(H) and a disulphide/dithiol (Miranda-Vizuete
& Spyrou, 1997). The extracellular aldonolactonase responsible for catalyzing the
hydrolysis of glucono-6-lactone and cellobiono-3-lactone was also identified in all carbon
sources, showing highest unique peptides on DSET (12 unique peptides), SET and CEL
(11 unigue peptides in both growth medium). The number of corresponding peptides was
reduced applying the glucose growth medium, indicating its under-expression within this
secretome. Beeson (2011) investigated expression levels of two unique extracellular
lactones from M. thermophila and also found out that this enzymes are also expressed on

glucose, however up regulated 6-fold higher when avicel was applied as growth carbon
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source. The other thirteen non-cazy class proteins were identified independently from the
carbon sources used. A intradiol ring cleavage dioxygenase like enzyme was identified
only when xylan was used as growth medium (2 unique peptides). The enzyme is
responsible for the aromatic ring cleavage between hydroxyl groups under oxic
conditions (Ismail and Gescher 2012). A NADP'D-xylose dehydrogenase was identified
in the SET secretome (5 unique peptides), being able to reduce sugars to xylitol by a D-
xylose reductase. The xylitol can subsequently oxidized to D-xylulose by a xylitol
dehydrogenase (Berghdll et al. 2007). Further matches correspond to four peptidases, one
belonging to the peptidase M 14 carboxypeptidase A/B like subfamily, two are identified
to be zinc-peptidases and one peptidase being member of the family S53, which was
identified only on cellulose as growth source (2 unique peptides). Asparaginase,
tyrosinases, phospholipase, phosphatase like protein and one serine protease were also
identified even though with relative low unique peptides. (supplementation data Table
).

Most of the hypothetical protein matches identified showed low unique
peptides, however some proteins seem to be important in the biodegradation pathway
(supplementation data Table S5). The hypothetical proteins, gi accession number
347011745 and 347011921, were identified in all growth conditions including aso the
glucose growth medium. The others hypothetical proteins were regulated according to the
complexity of the carbon source, i.e. the match to the hypothetical protein gi acession
number 307007100 corresponds to 28 unique peptides only when xylan was applied as
growth medium.

3.4. Top 30 enzymes of the Myceliophthora thermophila secr etome profile
To verify the 30 most abundant matches of the M. thermophila secretome

produced from in natura (INSB) and pretreated sugar cane bagasses (SET and DSET),



102

from mix of AV and CMC (CEL) and from commercial xylans (XYL) the glucose count
rate in the secretome spectrum was used as reference to normalize, in context to the
respective carbon source applied, the occurance of enzymes belonging to the top 30 rank.

In case of sugar cane bagasses the INSB was used as reference to classify
the top 30 matches. Therefore the top 30 rank to sugar cane bagasses, CEL and XYL
(supplementation data Table S6) shows the carbon source influence on the secretome
regulation and content.

The highest expression level, considering only the sugar cane bagasses and
CEL, was observed for cellobiose dehydrogenase (AA3 1) and two different
cellobiohydrolases (GH7), which changed their rank position dependent to the carbon
source used for growth. One further GH7 was found in lower quantities and classified on
both substrate media. The AA3 1 and GH7 families were not found in top 30 rank
applying commercial xylan. GMC oxireductase and glyoxal oxidase (AA3 and AAS5 1),
endoglucanase (GH74), B-mannanase (GH26) and B-D-xylosidase (GH43) also were
classified, however only on bagasses and CEL media. Evauating the top 30 enzymes
corresponding to the bagasses and XYL growth media, distinct GHs enzyme families,
one polysaccharide lyase family 1 (PL1) and one hypothetical protein (acession number
347009809) were classified. Among the GHs, endo--1,3-glucanase (GH81), glucan-1,3-
B-glucosidase (GH55), a-xylosidase (GH31) and B-xylosidase (GH43) belong to the best
TOP classified.

The a-mannosidase (GH38) was extremely upregulated on xylan and was
assigned to the TOP 1 rank in this source. In spite of the fact that mannosidase is a
hemicellulolytic enzyme, it was also classified to be among the TOP 30 appyling
cellulose as growth medium, getting the 17th position. The secretome analysis shows that

GH38 was under-expressed only on INSB and over-expressed on SET and DSET. Since



103

SCBIN contains a native xylan amount and in spite of the fact that polysaccharides are
less exposed in this bagasse, the result suggests that GH38 seems to have more functions
beyond the known mannan hydrolysis. The a-1,3-glucanase (GH71) was also classified to
be among the TOP 30 on XYL and CEL, however showed lowest TOP classification
applying both carbon sources as growth medium. Glycoside hydrolyse families 2, 3, 30,
47, 18, and the putative proteins pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase, aldose
epimerase and a hypothetical protein (acession number 307011745) are in the TOP 30 list
using al carbon sources growth conditions.

Applying commercial cellulose, cellobiose dehydrogenase (AA3 1), B-
1,4-cellobiosidases (GH6), endo-o-1,4-polygalactosaminidase (GH114), a,o-trehalase
(GH37), endo-1,4(3)-p-xylanase (GH10) and endo-p-1,3(4)-glucanase (GH16) were also
upregulated and found to be among the TOP 30. Two GH10s were identified in amost all
carbon sources (supplemental Table S1), but only one shows a normalized spectrum
count for the CEL secretome, ranking the enzyme to be in the TOP 30. Further, a zinc-
peptidase and extracellular aldonolactonase are among the TOP 30 rank, however only
when the cellulose medium was applied.

As reported by Levasseur (2013), M. thermophila encodes three CDHs
(AA3_1) which in general are upregulated under cellulolytic carbon source conditions
(Henriksson, Johansson, and Pettersson 2000). Two CDHs were classified in the
commercia cellulose TOP 30 rank and their catalysis product is known to be capable to
inhibit many different types of glycosyl hydrolases (CONCHIE and LEVVY 1957),
thereby an extracellular aldonolactonase was also upregulated and getting a rank on
cellulose growth medium as well. This enzyme may function synergistically with CDHs
and supporting the conversion of cellobionolactonas and lactonas to cellobionic and

aldonic acids, respectively. (Mansfield, De Jong, and Saddler 1997, Beeson et al. 2011).
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Glucoamylase (GH15), fucosidase (GH95), mannosyl-oligosaccharide
mannosidase (GH92), a-amylase (GH13), GH43, carbohydrate esterase family 8 (CES8)
and three hypothetics proteins gi acession number 347010366, 347005727 and
347009809 were only classified on xylan and are part of the TOP 30 rank. The results of
investigations confirm that M. thermophila secrets in total seven different GH43s for al
carbon sources, from which four are among the TOP 30 ranking. The result particular
suggests that GH43 is an important enzyme for the disruption of the lignocellulosic.
Further, catalase was upregulated in al carbon sources, however it was classified to be in
the TOP list only for the sugar cane bagasses secretomes, mainly on SETD (supplemental
Table S6).

3.5 Enzymatic Hydrolysisusing crude extract from M. thermophila

The crude protein extract from INSB was identified to be the best one to
perform the enzymatic hydrolysis as the mass spectroscopy analysis shows a high
diversity of Cazy enzymes.. Furthermore INSB is not a chemical pretreated biomass,
which therefore provides new and valuable insights about the natural biodegradation
system of M. thermophila.

The biomass hydrolysis experiments were performed on four different
substrates, celufloc (EC), INSB, SET and DSET, the enzyme loaded was 0.05 mg of total
protein per gram of glucan (previously assays were done to evaluate the enzyme load
saturation, data not shown). To detect mono-, disaccharides and acids released, HPLC-RI
was used as a metric to monitor and analyze the conversion. Glucose, cellulose, xylose,
arabinose, acetic, formic and levulinic acids were measured.

The results show that even using low amounts of protein and crystalline
cellulose, the enzymes obtained from INSB crude extract could access the substrate,

release particular soluble saccharides and convert them to glucose. However, HPLC-RI
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has been used only to quantify saccharides and as oxidative enzymes were present in the
crude extract the co-elution of glucose, gluconic acid (Glc,GlcA) and cellobiose,
cellobionic acid (GlcGlc,GlcGlcA) was measured. Thereby the glucose and cellobiose
amounts were in principle overestimated due the aldonic acids (oxidized sugar) released
by a oxidative enzymatic system (Cannellaet al. 2012).

Despite of the co-elution, EC shows the highest Glc/GICA concentration,
followed for INSB, DSET and SET, respectively (Figure 3A). Thereby the
microcrystalline commercial cellulose showed to be the more accessible and able
substrate to the biomass disrupting using INSB crude enzymatic extract. Despite of
reduced crystallinity and degree of polymerization the mechanically pretreated INSB
substrate also was disrupted for the M. thermophila crude extract, which may have
happened because the increase of the specific surface and reduction of its particle size
favoring glucan and xylan acessibility to the enzymatic attack (Alvira et a. 2010). The
delignified sugar cane bagasse (DSET) pretreatment also lead to an increase of the
internal surface area, a decrease in the degree of polymerization and crystallinity (Martin
et al. 2012) showing GIc/GIcA concentration higher than SET, indicating this last
pretreatment is not sufficient to overall enhance the enzymatic hydrolysis of M.
thermophila (Fig. 3A). A substantial number of studies show the importance of the
crystalinity and degree of polymerization on hydrolytic rates. Experiments consider the
type of biomass pretreatment, the dosage, efficiency and synergism between enzymes.

Therefore it seems likely that the synergistic effect observed for the M.
thermophila enzymatic system not only dependents on the significant chemical
differences, presented by the variety of pretreated substrates, but also dependents of the
microcrystallinity and available surface area of each substrate. Some studies

demonstrated the processive nature of individual enzymes and their mixtures on filter
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paper, avicel, bacterial microcrystalline cellulose (BMCC), cotton and phosphoric acid
swollen cellulose (Hoshino et al. 1997, Langston et al. 2011, Jeoh, Wilson, and Walker
2006, Vdjaméae et al. 1999, Jeoh et al. 2007). However the authors elucidated the
molecular synergistic mechanism by just loading celobiohydrolases and endoglucanases
on the different crystalline substrates and found out a lower synergism applying higher
ordered cellulose. In contrast Langston (2011) analyzed the oxido reductive cellulose
depolymerization system applying native and recombinants CDHs and AA9 families
supplemented by cellobiohydrolases and endoglucanases, resulting in increases for the
microcrystalline cellulose conversion, on avicel and even on BMCC, which was reported
to decrease in experiments reported previously by Vajaméae (1999) and Jeoh (2007). Two
studies of AA9 from Thermoascus aurantiacus and Neurospora crassa showed the
ability of AA9 to enhance the activity of cellulase by the presence of CDH (Kostylev and
Wilson 2012).

For the EC hydrolysis the GlcGlc/GIcGIcA concentration was highest and
remained constant between 12 and 24 hours (Figure 3B), probably because high amount
of cellobionic acid generated by CDH and cellobiose generated by the accompanying
cellulases. To support the specificity of CDH for crystalline structures INSB substrate
was also converted applying the crude enzymatic extract, however GlcGlc/GlcGIcA
accumulation was not observed, suggesting its conversion was not affected by a
inhibition of B-glucosidase (Parry et a. 2001, Dale et al. 1985). Moreover, a lower CDH
oxidative turnover must have happened, because the lower INSB accessibility resultsin a
low concentration of cellobionolactone release, probably also followed up by a slow
conversion via B-glucosidase to glucose and gluconic acid (Cannella et al. 2012). CDH is
the most up regulated enzyme in INSB secretome and it sounds to be the most important

auxiliary enzyme necessary to convert lignocellulosic biomass, as it first disrupts the
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tightly microcrystaline cellulose regions which in consequence releases the
oligosaccharides chains end allowing cellobiohydrolases to act on and to initiate cellulose
cleavage. Moreover, also opening the substrate structure that endoglucanases can reach
and act on amorphous areas. Beside CDH, two different GH7 enzymes were identified to
be the most important to hydrolyse sugar cane bagasse, suggesting a synergistic mode of
action in the enzymatic process of cellulose hydrolysis, predicted aready by Reese
(1950). Both pretreatments, steam explosion and steam explosion plus delignification, did
not show effects supporting the accessibility and digestibility of cellulose, supposing that
the INSB crude enzymatic extract has already the necessary system allowing a complete
degradation.

Acetic acid, xylose and arabinose were also detected in the hydrolyzates.
The production and quantities detected were found to be substrate dependent. For
example acetic acid was observed only after the hydrolysis of INSB (data not shown),
because the acetyl groups are found in natural bagasse hemicellulose (Alvira et a. 2010).
INSB and EC showed the highest concentration of xylose. For EC the prior performed
chemical composition assays showed a content of 15% hemicellulose (Ribeiro et al.
2012), whereas DSET and SET showed an average content of only 6.5% (Martin et al.
2012, Rochaet al. 2011), which resultsin the lowest xylose concentration. Arabinose was
detected only in celufloc and INSB.
4. Conclusions

In summary the results show that the M. thermophila secretome contains a
wide proteomic system able to effectively disrupt crystalline carbon sources and able to
act synergistically on in natura sugar cane bagasse. The data presented confirm that
bagasses pretreated were less converted to glucose and gluconic acid, suggesting that the

decrease of polymerization results in less disruption and promotes a lower synergistic
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effect between the classica hydrolytic and the newly oxidative system. Overall the
fungusis an industrial and scientific highly interesting microorganism and the knowledge
of its hydrolytic activities and pathways support the improvement and development of
innovative procedures for lignocellulosic biomass conversion.
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Figure captions

Figure 1.

Xylanases, -glucosidases, FPase acitivities and total protein concentration from
M.thermophila applying batch and fed-batch bioreactors on different carbon
sources and experimental run conditions. A and B-SET, pH 5.0, 45°C. C-SET,
pH 6.0, 45°C. D-SET, pH 6.0, 38-29°C. E-SET+sacarose, pH 6.0, 45°C. F-WB,
pH 6.0, 45°C. Asterisks indicate the feeding pulse time.

Figure 2:

Piechart showing the distribution and classification of proteins found in the
secretomes of M. thermophila corresponding to the CAZy database nomenclature,
when cellulose (CEL), xylans (XIL), in natura (INSB) and pretreated sugar cane
bagasses (DSET and SET) were used as growth media. Auxiliary activitiy
families (AAsdak blue), glycoside hidrolase families (GHs-red),
cellobiohydrolases (CBMs-green), carbohydrate esterases (CEs-purple), non
glycoside hydrolases (NON-GHs-blue), carbohydrate-binding modules (CBMs-
orange), hypothetical proteins (HY Ps-clear blue), endoglucanase (ENDOGLUs

pink) and polysaccharide lyases (PLs-clear green).

Figure 3:

Glucose, gluconic acid (A) and cellobiose, cellobionic acid (B) concentrations
(g/L) measured after enzymatic hydrolysis of 5% (w/v) celufloc (EC), in natura
(INSB) and pretreated sugar cane bagasses (DSET and SET) at 50°C, using the
enzyme cocktail produced by M. thermophila on INSB groth media.
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Table 1 Maximum enzymatic activity of M. thermohila enzymes in shaking flasks

submerged fermentation for different substrates and their combinations (ratio of binary

mixtures was 3:1, otherwise stated).

Substr ate

FPase
(FPU/mL) (h)

Xylanase
(Tu/mL) (h)

_ Protein
B-glucosidase

(lU/mL) (h)

Concentration
(mg/mL) (h)

SET
DSET
WB
EC
SET + WB
SET + SM
DSET + SM
SET + FOS

SET + lactose 1:1

SET + lactose
SET + glycerol

SET + sucrose

0.23 + 0.03 (48)
0.10 + 0.01 (48)
0.12 + 0.02 (48)
0.10 + 0.01 (48)
0.10 + 0.02 (72)
0.13 + 0.02 (72)
0.13 + 0.03 (72)

0.19 + 0.02 (72)
0.18 + 0.02 (96)
0.18 + 0.04 (96)

2.90 + 0.06 (48)
2.60 + 0.20 (72)
2.00 + 0.04 (24)
2.60 + 0.14 (72)
2.80 + 0.05 (72)
2,50 + 0.10 (48)
2.80 + 0.08 (72)
3.50 + 0.05 (48)
3.50 + 0.10 (72)
3.10 + 0.08 (72)
2.80 + 0.05 (72)
3.30 + 0.12 (72)

043+ 0.10 (72)  0.12 + 0.01 (120)
0.334 0.06 (9)  0.07 + 0.01 (96)
1.00 4 0.04 (120) 0.15 + 0.02 (120)
0.334 0.08 (96)  0.04 + 0.01 (48)
055+ 0.05(72)  0.13 + 0.02 (96)
053+ 0.07 (120)  0.24 + 0.03 (96)
0.42 + 0.05 (120) 0.10 + 0.01 (120)

- 0.11 + 0.01 (24)

- 0.08 + 0.01 (24)
057 + 0.06 (120)  0.12 + 0.01 (96)
0.46 + 0.09 (120)  0.10 + 0.02 (48)
043+ 0.08(120) 0.10 + 0.01 (120)

Steam-exploded sugar cane bagasse (SET), delignified steam-exploded sugar cane
bagasse (DSET), Celufloc 200™ (EC), wheat bran (WB), soybean mill (SM), glyceroal,

lactose, sucrose and commercia phosphofructooligosacharide (FOS). The time maximum

activity was observed is shown in parenthesis.
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Table 2 The influence of different substrates and their combinations on maximum

enzymatic activity of M. thermophilain bioreactor submerged cultivation.

FPase Xylanase B- Protein
nuRrrl1Jtr)]er ?-U(E)cszt)r ?;Ie—( PEJr:)Se (Fpgl/)mL) (I U(/hr;]L) gl(lf (L:J(()/E;ldLa)58 (m%r;L)
#1 SET/45/5 96 0.10+0.01 388+0.12 037+0.04 0.06+0.02
(72) (72) (120) (120)
#2 SET/45/5 483/96 0.13+0.03 1,93 0.30+ 0.06 0.08 + 0.02
(120) + 0.13-(96) (96) (96)
#3 SET/45/6 483/96 0.10+0.02 180+0.03 048+0.03 0.10+0.04
(96) (48) (120) (96)
#4 SET / 38-29/ 6 96 0.18 + 0.03 2.00 044+ 0.02 0.17+0.01
(120) + 0.01(120) (96) (120)
#5 SET + sucrose --- 0.21+0.02 270+0.07 0.72+0.01 0.16+0.05
145/6 (24) (48) (120) (24)
#6 WB/45/6 - 0.06+0.01 288+0.01 164+0.10 0.13+0.01
(24) (24) (96) (24)

The time observed maximum activity is shown in parenthesis.
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Table S1. Glycoside Hydrolases (CAZy enzymes) identified by LC/MS-M S from supernatants of

M. thermophila grown on six different substrates (GLC, CEL, XYL, INSB, DSET and SET).
MW Unique peptides
CAZy class | ACESSION Gl
(kDa) GLC CEL XIL INSB DSET SET
GH31 347010772 97 24 30 54 39 26 44
GH81 347011396 91 22 21 38 30 33 30
GH7 347008056 56 19 31 24 27 26 33
GH7 347013780 49 18 27 17 26 26 27
GH7 347011876 49 12 25 14 22 21 24
GH7 347010710 49 10 14 11 15 15 16
GH7 347006034 49 0 0 0 0 2 0
GH43 347009817 61 17 23 31 27 27 23
GH43 347010818 49 7 13 20 16 15 13
GH43 347009205 67 9 13 26 20 10 21
GH43 347013594 37 2 3 6 11 0 14
GH43 347014190 55 8 16 9 14 15 14
GH43 347010937 35 2 4 12 7 5 4
GH43 347011434 39 2 3 10 7 0 0
GH3 347010857 78 21 24 29 26 31 32
GH3 347012994 84 2 13 22 18 9 11
GH3 347010689 95 11 20 24 22 24 23
GH3 347013048 90 3 2 9 7 6 8
GH55 347010723 84 23 22 25 18 26 25
GH55 347008205 95 3 11 10 9 11 11
GH55 347011592 82 8 13 18 14 13 16
GH55 347012862 82 0 6 0 3 7 3
GH38 347006480 123 28 38 70 24 51 58
GH18 347010813 46 9 16 21 17 17 17
GH18 347012251 45 14 15 29 26 10 26
GH2 347007020 66 12 22 24 22 23 24
GH2 347011950 9 0 0 0 2 0 0
GH74 347011442 79 13 25 18 24 26 30
GH20 347005947 65 10 15 24 19 19 18
GH15 347014101 67 11 15 20 14 20 18
GH16 347011420 41 11 13 15 14 14 16
GH30 347009128 53 4 12 15 14 13 16
GH71 347013742 67 5 12 16 12 14 14
GH47 347011389 58 8 18 26 17 18 20
GH92 347007534 90 9 8 19 14 19 15
GH6 347009703 41 8 22 7 14 2 7
GH6 347008300 51 8 15 5 11 11 14
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GH6 347011795 42 0 0 0 0 0 3
GH1 347009973 54 5 10 2 13 7 14
GH17 347009838 43 8 9 15 12 18 10
GH26 347006182 53 8 16 10 11 8 13
GH13 347010961 58 3 5 16 11 7 11
GH95 347010011 91 2 2 17 10 0 5
GH10 347012973 45 6 10 9 10 8 11
GH10 347011113 42 2 8 7 7 0 0
GH72 347008543 49 10 7 6 13 14 9
GH72 347013570 50 2 0 0 5 0 6
GH72 347009194 57 4 8 0 6 6 10
GH72 347014483 52 2 5 0 2 2 11
GH93 347008004 42 6 6 11 9 7 7
GH93 347012961 46 2 0 4 7 0 0
GH62 347012329 35 4 7 9 8 5 8
GH62 347013451 40 0 0 0 2 0 0
GH61 347013774 26 2 3 2 4 0 2
GH61 347009055 35 5 8 4 6 5 7
GH61 347010683 32 0 8 0 3 0 0
GH61 347013822 24 0 3 0 3 0 0
GH61 347008929 31 2 2 0 2 0 0
GH61 347009178 27 2 4 0 0 4 4
GH61 347008529 26 2 4 0 0 2 0
GH11 347009670 29 0 0 2 4 3 3
GH11 347007024 24 2 2 3 3 2 2
GH11 347010798 25 0 0 3 2 0 0
GH11 347012902 16 0 0 0 2 0 0
GH75 347013426 33 0 3 4 5 0 6
GH5 347010970 37 3 7 6 2 7 3
GH5 347011035 47 2 2 14 5 3 0
GH5 347009915 47 0 0 0 3 0 0
GH16 347013280 31 3 4 6 4 5 6
GH16 347010669 24 4 6 4 4 7 5
GH16 347009778 48 0 0 0 0 0 3
GH12 347013049 27 3 2 3 3 3 2
GH51 347010967 58 0 0 0 2 0 0
GH79 347005644 40 0 4 2 0 0 0

GLC, dlucose; CEL, avicel:carboximetilcellulose (1:1); XYL, mix of xylans; INSB, in natura sugar cane bagasse;

DSET, delignified steam exploded sugar cane bagasse; SET, steam exploded sugar cane bagasse.
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Tabela S5

Table S5. Hypothetical proteins identified by LC/MS-MS from supernatants of M. thermophila grown on six different
substrates (GLC, CEL, XIL, INSB, DSET and SET).

CAZy class ACESSION MW Unique peptides
Gl (kDa)
GLC CEL XYL INSB DSET SET
hypothetical protein MYCTH_2307339 347011745 76 18 22 22 21 23 21
hypothetical protein MYCTH_2307666 347011921 55 10 13 14 12 14 13
hypothetical protein MYCTH_2294250 347005727 80 9 8 30 15 18 22
hypothetical protein MYCTH_2126295 347009809 52 5 8 12 13 9 13
hypothetical protein MYCTH_2299856 347008243 42 5 10 10 9 13 11
hypothetical protein MYCTH_2304549 347010366 66 2 6 25 14 9 12
hypothetical protein MYCTH_2295992 347006501 98 7 8 5 10 12 12
hypothetical protein MYCTH_2299664 347008141 49 9 7 0 0 15 15
hypothetical protein MYCTH_2301831 347009183 33 5 2 4 4 6 9
hypothetical protein MYCTH_2306121 347011160 32 0 6 6 3 5 2
hypothetical protein MYCTH_2299483 347008045 69 0 0 7 3 5 4
hypothetical protein MYCTH_75329 347013738 20 0 0 3 4 4 3
hypothetical protein MYCTH_64095 347007100 105 0 0 28 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2311254 347013779 22 3 2 3 2 3 2
hypothetical protein MYCTH_2084531 347013999 55 0 2 0 0 8 8
hypothetical protein MYCTH_2297816 347007306 16 3 5 6 7 0 0
hypothetical protein MYCTH_2309042 347012661 75 3 0 7 5 4 3
hypothetical protein MYCTH_2296038 347006517 30 0 0 3 0 0 2
hypothetical protein MYCTH_2303093 347009730 62 0 2 3 3 2 4
hypothetical protein MYCTH_2308135 347012190 104 0 0 5 0 2 8
hypothetical protein MYCTH_102138 347009818 20 3 2 2 3 0 0
hypothetical protein MYCTH_2306107 347011151 52 3 3 2 3 3 4
hypothetical protein MYCTH_80274 347010715 89 0 9 7 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2311687 347014008 26 0 3 3 2 0 2
hypothetical protein MYCTH_2306748 347011470 54 0 3 0 0 5 0
hypothetical protein MYCTH_2302321 347009397 63 2 2 3 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2295704 347006346 32 0 2 0 0 3 2
hypothetical protein MYCTH_2303108 347009733 42 4 3 0 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2300931 347008746 110 0 0 2 2 0 3
hypothetical protein MYCTH_2303940 347010116 51 0 0 4 2 0 2
hypothetical protein MYCTH_2301051 347008807 17 0 3 0 0 0 2
hypothetical protein MYCTH_2297119 347007001 63 0 4 0 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2307988 347012092 27 0 0 0 2 2 2
hypothetical protein MYCTH_2294543 347005867 274 0 0 2 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2302105 347009307 79 0 0 2 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2301054 347008809 32 0 0 0 0 3 2
hypothetical protein MYCTH_2297118 347007000 23 2 2 0 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2119688 347011992 111 0 0 0 0 2 0
hypothetical protein MYCTH_2297460 347007172 38 2 2 2 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2122605 347006248 42 0 0 0 2 0 4
hypothetical protein MYCTH_2308073 347012133 39 0 0 0 0 2 0
hypothetical protein MYCTH_2304102 347010181 38 0 0 3 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2295898 347006457 80 0 0 0 0 0 2
hypothetical protein MYCTH_100838 347008750 34 0 0 0 2 0 2
hypothetical protein MYCTH_2302336 347009400 65 0 0 0 2 0 3
hypothetical protein MYCTH_2296814 347006852 60 0 0 3 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2069574 347013197 36 0 0 0 0 0 2
hypothetical protein MYCTH_2305453 347010766 64 0 2 0 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2296558 347006733 160 0 0 2 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2310556 347013386 82 2 0 0 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2086155 347007575 85 2 0 0 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2310678 347013446 45 0 3 0 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_73480 347008058 26 2 0 0 0 0 0
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hypothetical protein MYCTH_2140820 347013943 54 2 0 0 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2312159 347014232 453 0 0 2 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_57777 347013887 33 0 0 2 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2310812 347013553 52 0 0 0 0 2 0
hypothetical protein MYCTH_2312882 347014522 34 2 0 0 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2049780 347006690 176 0 2 0 0 0 0
hypothetical protein MYCTH_2311910 347014116 50 0 0 0 0 2 0

GLC, glucose; CEL, avicel:carboximetilcellulose (1:1); XYL, mix of xylans, INSB, in natura sugar cane bagasse; DSET,

delignified steam exploded sugar cane bagasse; SET, steam exploded sugar cane bagasse.
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Top 30 proteins identified by LC/MS-MS from supernatants of M. thermophile grown on

six different substrates

SCBIN SCBDL SCBSE GLC

TOP Protein name ACCEGSISION II::;AE’]
TSC -G N TSC -G N TsC -G N TSC N
1 AA3 cellobiose dehydrogenase 3319315 88 238 179 76 110 51 26 287 228 88 98 59
2 GH?7 cellobiohydrolase 347008056 56 210 154 66 214 158 79 263 207 80 93 56
3 GH?7 cellobiohydrolase 347013780 49 120 86 37 165 131 66 157 123 47 56 34
4 GH81 endo-1,3-beta-glucanase 347011396 91 109 86 36 124 101 50 106 83 32 39 23
5 GH74 xyloglucanase 347011442 79 87 75 32 87 75 38 116 104 40 20 12
6 glycoside hydrolase GH55 347011592 82 102 74 32 101 73 37 112 84 32 46 28
7 GH31 alpha-xylosidase 347010772 97 97 69 30 59 31 16 118 90 35 46 28
8 GH?7 cellobiohydrolase 347011876 49 89 69 29 84 64 32 111 91 35 34 20
9 GH43 beta-xylosidase 347009817 61 88 63 27 87 62 31 76 51 20 41 25
10 GH3 beta-glucosidase 347010857 78 103 62 26 141 100 50 115 74 29 68 41
11 GH18 chitinase 347012251 45 75 59 25 24 8 4 57 41 16 27 16
12 hypothetical protein MYCTH_2307339 347011745 76 87 56 24 115 84 42 109 78 30 51 31
13 polysaccharide lyase PL1 347011254 34 68 54 23 44 30 15 29 15 6 24 14
14 GH2 galactosidase 347007020 66 64 52 22 68 56 28 75 63 24 20 12
15 GH3 beta-glucosidase 347010689 95 60 51 22 74 65 33 60 51 20 15 9
16 GH30 endo-beta-1,6-galactanase 347009128 53 57 49 21 40 32 16 53 45 17 13 8
17 GMC oxidoreductase 347008190 69 53 49 21 28 24 12 36 32 12 7 4
18 GH47 alpha mannosidase 347011389 58 55 48 21 58 51 26 55 48 19 11 7
19 GH7 cellobiohydrolase 347010710 49 57 43 18 88 74 37 94 80 31 24 14
20 GH43 xylosidase arabinosidase 347009205 67 49 42 18 17 10 5 32 25 10 12 7
21 GH20 acetylhexosaminidases 347005947 65 55 41 18 61 47 24 53 39 15 23 14
22 GH31 alpha glucosidase Aga2 387165376 46 55 41 18 42 28 14 30 16 6 23 14
23 glycoside hydrolase GH43 347014190 55 53 41 17 47 35 18 36 24 9 20 12
24 aldose epimerase 347012126 41 55 41 17 99 85 42 76 62 24 24 14
25 glycoside hydrolase GH18 347010813 46 49 40 17 41 32 16 58 49 19 15 9
26 catalase 347010301 78 71 40 17 90 59 30 72 41 16 52 31
27 hypothetical protein MYCTH_2126295 347009809 52 41 38 16 27 24 12 54 51 20 5 3
28 glyoxal oxidase like 347006010 105 45 37 16 29 21 10 50 42 16 14 8
29 GH26 beta mannanase 347006182 53 46 36 15 31 21 10 55 45 17 17 10

pyridine nucleotide-disulfide

30 oxidoreductase 347013124 45 43 36 15 63 56 28 59 52 20 12 7

SCBIN, sugar cane bagasse in natura; SCBDL, sugar cane bagasse delignified; SCBSE, sugar cane bagasse steam exploded
TSC, total spectrum count; -G, TSC glucose discounted; N, normalized TSC *1000
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CEL
TOP Protein name ACCEgISION Illd[‘)’: SLc
TSC -G N TSC
1 GH7 cellobiohydrolase 347008056 56 281 188 107 93
2 GH7 cellobiohydrolase 347013780 49 200 144 82 56
3 AA3 cellobiose dehydrogenase 3319315 88 229 131 74 98
4 GH7 cellobiohydrolase 347011876 49 107 73 41 34
5 glycoside hydrolase GH6 347008300 51 80 60 34 20
6 cellobiose dehydrogenase 347011813 84 105 59 33 46
7 GH26 beta mannanase 347006182 53 66 49 28 17
8 aldose epimerase 347012126 41 71 47 27 24
9 GH74 xyloglucanase 347011442 79 63 43 24 20
10 glycoside hydrolase GH6 347009703 41 62 43 24 19
11 glyoxal oxidase like 347006010 105 53 39 22 14
12 glycoside hydrolase GH3 347010689 95 50 35 20 15
13 GH2 galactosidase 347007020 66 54 34 19 20
14 extracellular aldonolactonase 313667052 43 43 32 18 11
15 GH7 cellobiohydrolase 347010710 49 53 29 16 24
pyridine nucleotide-disulfide
16 oxidoreductase 347013124 45 39 27 15 12
17 glycoside hydrolase GH38 347006480 123 78 26 15 52
18 endo-1,4-beta-glucanase precursor 343409229 42 36 26 15 10
19 hypothetical protein MYCTH_2307339 347011745 76 76 25 14 51
20 glycoside hydrolase GH114 347012343 39 28 24 14 4
21 glycoside hydrolase GH37 347005659 78 36 24 14 12
22 glycoside hydrolase GH10 347012973 45 37 22 12 15
23 peptidase 347014627 54 22 22 12
24 glycoside hydrolase GH43 347014190 55 42 22 12 20
25 GH47 alpha mannosidase 347011389 58 32 21 12 11
26 glycoside hydrolase GH71 347013742 67 28 21 12 7
27 GMC oxidoreductase 347008190 69 28 21 12 7
28 glycoside hydrolase GH16 347011420 41 40 21 12 19
29 glycoside hydrolase GH18 347010813 46 35 20 11 15
30 GH30 endo-beta-1,6-galactanase 347009128 53 33 20 11 13

CEL , avicel:carboximetilcelulose 1:1;

TSC, total spectrum count; -G, TSC glucose discounted; N, normalized TSC *1000
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XYL GLC
TOP Protein name ACCESSION GI MW kDa
TSC -G N TSC
1 GH38 a-mannosidase 347006480 123 277 225 74 52
2 GH43 beta-xylosidase 347009817 61 225 184 60 41
3 GH31 alpha-xylosidase 347010772 97 195 149 49 46
4 GH81 endo-1,3-beta-glucanase 347011396 91 169 130 43 39
5 glycoside hydrolase GH55 347011592 82 157 111 36 46
6 GH31 alpha glucosidase Aga2 387165376 46 115 92 30 23
7 GH47 alpha mannosidase 347011389 58 100 89 29 11
8 GH3 beta-glucosidase 347010689 95 97 82 27 15
9 GH20 acetylhexosaminidases 347005947 65 104 81 27 23
11 glycoside hydrolase GH43 347009205 67 87 72 24 15
10 glycoside hydrolase GH18 347010813 46 84 72 24 12
12 GH2 galactosidase 347007020 66 91 71 23 20
hypothetical protein
14 MYCTH_2304549 347010366 66 119 68 22 51
hypothetical protein
13 MYCTH_2307339 347011745 76 71 68 22 3
15 GH18 chitinase 347012251 45 90 63 21 27
hypothetical protein
16 MYCTH_2294250 347005727 80 78 62 20 16
GH30 endo-beta-1,6-
17 galactanase 347009128 53 68 55 18 13
pyridine nucleotide-disulfide
18 oxidoreductase 347013124 45 66 54 18 12
19 polysaccharide lyase PL1 347011254 34 73 49 16 24
22 glycoside hydrolase GH92 347007534 90 90 48 16 42
21 glycoside hydrolase GH95 347010011 91 51 48 16 3
20 glycoside hydrolase GH15 347014101 67 68 48 16 20
24 glycoside hydrolase GH13 347010961 58 53 46 15 7
23 GH71 a-1,3-glucanase 347013742 67 51 46 15 5
hypothetical protein
25 MYCTH_2126295 347009809 52 47 42 14 5
27 carbohydrate esterase CE8 347013279 36 109 41 13 68
26 glycoside hydrolase GH3 347010857 78 49 41 13 8
hypothetical protein
28 MYCTH_64095 347007100 105 40 40 13
29 glycoside hydrolase GH43 347010818 49 51 39 13 12
30 aldose epimerase 347012126 41 62 38 12 24

XYL, xylan mix

TSC, total spectrum count; -G, TSC glucose discounted; N, normalized TSC *1000
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Manuscrito |1
Proteomic analysis of Myceliophthora thermophila M.7.7. grown on wheat bran;
purification, biochemical properties and kinetics studies of a thermostable Glycoside
Hydrolase family 3
Hévila Brognaro dos Santos®, Junio Cota”, Eleni Gomes®, José G. C. Pradella”, Roberto
Ruller®, Raghuvir K. Arni®

% aboratério Estrutural e de Biologia Molecular, Departamento de Fisica, UNESP,
PBrazilian Bioethanol Science and Technology Laboratory, Rua Giuseppe Maximo
Scolfaro, 10.000, Bairro Guard, Campinas-SP/Brazil. “Laboratério de Microbiologia e
Bioguimica Aplicada, Departamento de Biologia, UNESP, Rua Cristovdo Colombo,
2265, Jd. Nazareth, CEP 15054-000, S&o José do Rio Preto-SP/Brazil;

Abstract

Myceliophthora thermophila M.7.7. was grown on wheat bran for 4 days. The crude
extract was analysed by mass spectroscopy 59 proteins were identified. Among the
matches a GH3 B-glicosidase (95 kDa e pl 4.5) was identified and purified and its
biochemical and kinetics properties were evaluated. The purified GH3 named MThgl3b
was able to mainly hydrolyze cellobise, 4 and 2-3-NPglucopyranoside and short chain
saccharides as laminarin, lichenan and B-glucan. Ethanol and methanol decreased the
GH3 activity on p-B-NPglucopyranoside even at 5% (v/v). The K, results indicate that
the pure MThgl3b and the B-glucosidases in the crude enzymatic extract have greater
affinity toward p-B-NPG (0.46mM) and cellobiose (0.52 mM), respectively. However
the maximum specific activity (Vmax) to the pure MThgl3b on cellobiose was 2-fold
higher than the crude extract on cellobiose and MThgl3b on p-B-NPG. Optimal
temperature and pH for the p-p-NPglucopyranoside hydrolysis were 5.0 and 50 °C and

the half life of 16 days in these conditions. MThbgl3b is also faster and less inhibited by

D-glucose than B-glucosidase from A. niger generally used as supplemental cocktail in
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enzymatic hydrolysis. Thereby the enzyme is suitable for application in coktails for

biomass saccharification process.

1. Introducéo

The deconstruction of lignocellulosic biomass, is an important natural
recycling process of plant materials. Due to the large amount of biomass, which is
generated from industrial and agricultural waste, this subject is to date the main focus of
various investigations to improve biotechnological applications such as alternative fuels
like lignocelulosic bioethanol taking the place of fossil fuel. In the procedure the
biomass can be hydrolyzed enzymatically to produce glucose which can be converted to
liquid fuel (Singhania et al. 2013), however the cost of efficient cellulase cocktails il
remain the bottleneck to the economical production of these second generation biofuel
(Phillips et a. 2011), which the enzymatic conversion of lignocellulose into sugars is a
slow, expensive process and largely because cellulose is an insoluble crystalline
substance (Himmel and Bayer 2009, Regal buto 2009, 2011).

The classical enzymatic hydrolysis of cellulose to glucose involves three
types of cellulases, (i) cellobiohydrolases, (ii) endoglucanases and (iii) B-glucosidases
working in synergy, which the last step is a catalysis reaction involving the action of f3-
glucosidase on cellobiose, inhibitor agent of cellobiohydrolases and endoglucanases.
Thereby B-glucosidases works reducing the cellobiose inhibitor effect on the cellulases
synergy mechanism releasing glucose as final product (Chauve et al. 2010). In addition,
the produced glucose also inhibits cellulolysis, athough to alesser extent (Dekker 1986).

Currently, the filamentous fungus Trichoderma reesei remains as the
predominant microrganism used by industry for production of cellulose-degrading
enzymes, however this fungus produce insufficient B-glucosidases and the very low level

lead to cellobiose accumulates. Many studies have been improved the hydrolysis
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efficiency for supplementing of the native T. reesel enzymatic cocktail with extra p-
glucosidase from other sources or by over expressing B-glucosidase in T. reesei
(Pallapolu et al. 2011, Kumar, Singh, and Singh 2008b, Kumar, Singh, and Singh 2008a).
The most common commercial B-glucosidase preparation (Novozymes SP188; Novo
Nodisk A/S, Bagsvaerd, Danmark) used to supply sufficient activity is produced by
Aspergillus niger (Chauve et al. 2010, Krogh et a. 2010). Other filamentous fungi, as P.
brasilianum, P. italicum, Aspegillus terreus, C. subvermispora, T. auranticus, P.
crysosporium (Park et al. 2012, Krogh et al. 2010, Nazir et al. 2009, Magalhées, Ferraz,
and Milagres 2006, Parry et al. 2001, Lymar, Li, and Renganathan 1995) have been
studied to find more efficient mixtures of cellulose-degrading enzymes than T. reesel and
A. niger, whereas the desire is aso increase the temperature of cellulose saccharification
in order to increase reaction rates and minimize microbial contamination

Therefore the thermophilic and thermotolerant fungus Myceliophthora
thermophila (Moretti et a. 2012) secretome profile, produced on wheat bran as carbon
source, was assessed by mass spectroscopy and the B-glucosidase identified was purified
and had its physico-chemical and kinetic properties analysed. The thermostability of the
crude extract and the pure B-glucosidase at different temperatures and pH values,
specificity against poly-, disaccharides and artificial substrates, kinetic parameters
applying MichaglissMenten (MM) constants using both p-p-NPG and cellobiose as
substrates and inhibition of the hydrolysis of p-B-NPG by D-glucose were investigated to
better characterize and understand the interactions between enzyme and substrate for
modeling optimized cellulose enzymatic process for future industrial application of the
enzyme in a biofuel prodution, mainly evaluating effects of cellobiose, glucose and

temperature.
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2. Material and Methods
2.1. Microorganism and inocula preparation

Myceliophthora thermophila was grown on solid agar petri dishes in
Mandels and Weber culture media (1969) at 45°C for 7 days. The plates were scraped
with platinum loop and the material was suspended in Tween 80 (Sigma-Aldrich, USA)
aqueous solution (0.1% w/v) and added to inoculum culture media containing (in w/v%)
wheat bran (WB), 1.0%; glucose, 1.0%, peptone, 0.1% and Tween 80 (Sigma-Aldrich,
USA), 0.1%. The inoculum was incubated at 45°C, 250 rpm for 72h.
2.2. Bioreactor experiments

Fermentations assays were performed in lab scale bioreactors (Bioflo ®
115, NBS, USA) with a working volume of 1.5 L, using WB as carbon and inductor
source. The inoculum rate was 10% of the working volume. Other components of culture
media were used according to Mandels and Sternberg (1969). Fermentations were
conducted by batch, the dissolved O, concentration was > 30% of air saturation and
mechanical stirring was performed with two Rushton type impeller, in the range of 200 to
400 rpm. Prior to use all equipment was sterilized for 30 minutes at 121°C. Automatic pH
control was done using a 0.4 M HCl and NH4OH agueous solution 3:1 (v/v) and the
parameter was kept at 6.0. Foaming was controlled as required by manual addition of
sterile antifoam polypropylene glycol 2000 (Dow Chemical, SP, Brazil). Assays were
done up to 120 h and the samples were withdrawn under sterile conditions daily,
centrifuged at 12.000 rpm for 25 minutes at 4°C and supernatant was collected for -
glucosidase and protein analysis.
2.3. Purification of B-glucosidase

The WB mycdlia-free cultured media was collected, centrifuged and

concentrated by hollow fiber system cartridge 10 kDa cut off millipore membrane
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(Millipore, USA) along the buffer exchange to TrissHCl 50 mM pH 8.0. The sample was
loaded (1 mL/min) onto anionic exchanger Resource Q column previously equilibrated at
pH 8.0 and the elution was carried out with the same buffer plus NaCl 1 M. The positive
fractions for B-glucosidase activity were pooled and concentrated using the same buffer
containing (NH4).SO4 1.5 M, and applied onto phenyl sepharose hydrophobic interaction
column (HIC) equilibrated with the same buffer. The elution was done at 50% and 0% of
(NH4).SO4, which two peaks fractions were obtained. The B-glucosidase activity peak
was concentrated and applied onto sephadex G-75, obtaining one unique peak. All steps
were evaluated for non denaturing PAGE (Weber and Osborn 1969) and zymogram
eletrophoresis. All liquid chromatography was done applying AKTA purifier upc 10
system, chemicals and columns from GE healthcare. The pure B-glucosidase was named
MThbgl3b.
2.4. Standard assay and enzyme char acterization

The standard enzymatic assay for B-glucosidase (BGL) evaluation was
performed at optimal pH in appropriate acetate buffer and optimal temperature using 4-
nitrophenyl-p-D-glucopyranoside (p-f-NPG) 1 mM as substrate. The reaction was
stopped by addition of 100 uL of N&CO3; 1 M and the releasing of p-nitrophenol was
monitored colorimetrically at 400 nm (Gallifuoco et al. 1998) using Infinite® 200 PRO
microplate reader (TECAN). All the assays were carried out employing the automated
pipetting system epMotion® 5075 (Eppendorf). One unit of enzyme was defined as the
amount of enzyme that released p-nitrophenol or reducing sugars (in case of di-,
polysaccharides or cellulosic substrates) at rate of 1 pmol per minute under standard
conditions. Reducing sugars standard measure were determined using the 3,5-
dinitrosalicylic acid (DNS) method and monitored colorimetrically at 540 nm (Miller

1959). The optimal pH and temperature simple curves were carried out applying pH and
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temperature ranges from 2.0 to 10 and from 30 to 80°C, respectively. Standard BGL
assay was performed to the temperature effect applying the temperature range mentioned
before and the pH effect was evaluated by measuring the activity on p-p-NPG after
incubation in Mcllvaine-glycine added buffer applying also the pH range above.

In order to evaluate thermal stability the crude enzymatic extract from WB
and the BGL purified were incubated at 50, 60, 70 and 80°C applying the pH 5.0 and pH
7.4. Aliquots were taken at different incubation times and kept on ice until the evaluation
of remaining enzymatic activity. The residual activities were performed in standard assay
and the MTblg3b half-life (t1,) was estimated using a mathematical approach previously
described (Aguiar-Oliveiraand Maugeri 2011).

The MTbgl3b substrate specificity was evaluated using standard assays,
modifications were specified. Ten different p-nitrophenol derived substrates,
polyssacharides (purchased from the best source possible, Sigma Aldrich and Megazyme)
were assayed in 60 minutes reaction and cellulosic substrates assayed in 14 hours
reaction. The polysaccharides and cellulosic substrates hydrolysis were measured by
DNS method (Miller 1959) and cellobiose and lactose substrates by glucose
oxidase/peroxidase commercial kit method. The effects of severa ions at the final
concentration of 10 mM and chaotropic chemica compounds were evaluated under
standard assay. The kinetic parameters for crude extract and M Thgl3b were estimated at
twelve p-p-NPG concentrations ranging from 0.05 to 8 mM and a ten cellobiose
concentrations ranging from 0.25 to 6 mM. Glucose was the inhibitor substrate, the
inhibition assay was performed only with p-B-NPG applying glucose concentrations
ranging up to 40 mM. The kinetic constants were assessed using the Michaelis-Menten
approach and calculated by least square fitting of the kinetic model using GraphPad

Prism version 5.00 (USA).
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2.5. Assessment of crude enzymatic extract on hydrolysis of disaccharides,
polysaccharides and artificial substrates

The celulosic polysaccharides (avicel, cellulose microcrystalline,
carboxymethylcellulose, sugar beet), hemicellulosic (xyloglucan, debranched arabinan,
gal acto mannan, arabinan, arabinogalactan, 1,4--D-mannan, beech wood and birch wood
xylan), B-glucans (laminarin, lichenan), pectin and artificial substrates (pNP-B-D-
cellobiose, pNP-B-D-glucopyranoside) were applied to assess the crude extract
specificity. The polysaccharides and artificial substrates concentration were 5% and 1
mM, respectively and the reducing sugars and pNP acitivies were determined using the
standard assays as described in section 2.4.

2.6. Protein separation by two dimensional gel electrophoresis (2-DE)

One hundred pg of supernatant from WB was loaded on immobiline
drystrip (pH 3-10, GE Healthcare) rehydrated overnight at room temperature. Isoeletric
focusing (IEF) was performed with a Multiphor |1 system (GE Healthcare) at 20°C with a
3-phase gradient program: 500 V for 0.25 kVh, 3500 V for 5.25 kVh, and 3500 V for 28
kVh. Following IEF, the strip was equilibrated for 12 min in 10 mL of SDS equilibrition
buffer (TrisHCl 50 mM, urea 6 M, glycerol 30% (v/v), SDS 2% (w/v), bromophenol
blue 0.002%) and dithiothreitol 1% (w/v). A second equilibration step was performed
with 2.5% (w/v) iodoacetamide added to the SDS equilibration buffer. The strip was then
loaded onto 12.5% homogeneous ExcelGels (GE Healthcare). The second dimension of
the separation was performed using the Multiphor Il system operating at 15°C and with
the following 2-phase gradient program: 120 V for 0.5 h and 600 V for 1 h. The gel was

stained with SY PRO Buby Protein Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, CA).
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2.7 Sequence analysis and identification by mass spectr oscopy

The samples were concentrated by ultrafiltration (10 kDa cut off) to 100
ug of total protein and applied on a SDS 12% polyacrylamide gel (1-DE). The protein
bands were cut out of the gel, overnight digested with 5 ng of trypsin/pL (modified
trypsin, Promega) in NH;HCO3; 50 mM at 37°C and repeatedly extracted with 50%
acetonitrile and 5% formic acid solution. The combined extracts were analysed by nano-
electrospray mass spectrometry in a QTOF Il instrument (Micromass, Manchester). The
MS/MS spectra obtained by collision-induced fragmentation of the peptides were
evaluated using MASCOT lons Search software (Matrix Science, UK). The peptides with
a minimum of 6 amino acid residues that showed significant threshold (p<0.05) were
considered in the Mascot results. The obtained data were analysed for homology searches
in the SwissProt and NCBI data bank considering false discovery ratio (FDR) < 5%.
3.Results and discussion
3.1Assessment of proteomic profile from Myceiophthora thermophila M.7.7 grown
on wheat bran

The wheat bran carbon source up regulated, as expected, a considerable
number of proteins related to the degradation of lignocellulosic biomass. The mass
spectroscopy anaysis strategy identified in the crude cultured media 28 glycoside
hydrolases (GHs), which GH10, GH11 and GH18 shown isoenzyme forms. Therefore the
GHs Cazy class was the most identified proteins in the wheat bran secretome. Pectate and
pectin lyase protein matches were aso identified and belong to polisaccharide lyase
family 1 Cazy class (PL1). Matches of carboxylesterase (CEL), acetylesterase (CE16) and
auxiliary activities (AA) class (AA3, AA5 1, AA1 3 and AA9) were also identified.
Carbohydrate binding module family 1 which is a modular structure, no-catalytic and

appended to the enzymes, applied to the adhesion to carbohydrates was also identified.
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The total number of peptides matched, classification, Mascot score, molecular mass and
pl and % coverage are describe in Table 1. Proteins matches non belonged to Cazy
database serine protease, catalase, aldo epimerase, peptidase, carboxypeptidase, fasciclin
domain protein and fifteen hypothetical proteins were also identified (Table 1). The 2-DE
gel eletrophoresis shown that the WB secretome has the most abundant enzymes between
40 and 140 kDa and isoletric point between 3.5 and 8.0 (Fig. 1A).

To evaluate the specificity of the enzymatic repertoire in WB secretome,
biochemical performance were assessed in a set of artificial substrates and natura
polysaccharides (linear and branched), totaling 21 different types of substrates. The crude
secretome was able to hydrolyze all glucose polysaccharides containing, including avicel,
CMC, sigma cell and cellulose microcrystaline aldrich (B-1-4 linked D-glucose),
lichenan (B-1-4-and B 1-3 linked D-glucose), laminarin (B-1-3 and p-1-6 linked D-
glucose) and B-glucan (B-1-3 and B-1-4 linked D-glucose), hydrolyzing also among the
artificial substrates p-NP-B-D-cellobiose and p-NP-p-D-glucopyranoside. The fungus
secretome also hydrolyzed hemicelluloses including birch and beech wood xylan,
xyloglucan, mannan and pectin (Fig. 1B). Thereby the proteins assigned in proteomic
analysis are in agreement with the biochemical analysis by the B-glucosidase (GH3),
endo-B-1,4-glucanase (GH5), cellobiohydrolases (GH6 and GH7), laminarinase like
(GH16), B-1,3-glucanases (GH55 and GH81) proteins matches identificated, responsable
for cleavage of D-glucose linkage. Moreover cellobiose dehydrogenase (AA3_ 1) and
auxiliary activity familiy 9 (AA9 previodly classified as GH61), both classified in the
new enzymatic oxidative system, also can act on glucan polymers disrupting the p-1-4
and B-1-6 linked D-glucose (Phillips et a. 2011). The main and side hemicellulose chains
hydrolysis was indicated by endo-f-1,4(3)-xylanases (GH10 and GH11), B-xylosidase

(GH43), B-mannosidases (GH2), galactosidases (GH27), xylanases and glucanases
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(GH30 and GH74), identified by the mass spectroscopy and specific activities on WB
secretome.

Biochemical analysis were not made to polymers with a-configuration at
the anomeric carbon, however glucoamylase (GH15), a-xylosidase (GH31), a-trehalase
(GH37), a-mannosidase (GH38 and 47), a-L-arabinofuranosidase (GH51) protein
matches were identified. The PLs family 1, CE family 1 and family 16 protein matches
indicated the pectin hydrolysis. Chitinase (GH18) and B-N-acetylhexosaminidases
(GH20) were also identified, however no one specific substrate was applyied to the
biochemical analysis.

3.2 Purification and identification of B-glucosidase via peptide sequence analysis

Myceliophthora thermophila was led in batch bioreactor with wheat bran
1% at 45°C for 5 days, producing 1 U'mL™ of B-glucosidase activity. The wheat bran was
chosen among different carbon sources after previous assays for be the best 3-glucosidase
production (data not show). The pure B-glucosidase (namely MTbgl3b) was isolated
using three chromatographics steps, (1) anionic exchange, (I1) hydrophobic interaction
and (I11) molecular exclusion, which HIC was the most important step for increase the
purification factor (10.53) at 50% of (NH4)>.SO4 1.5 M, clearly observed in the agarose
gel (Fig. 2). The homogeneity was confirmed by non denaturing PAGE eletrophoresis,
which showed a single protein band around 97 kDa only after sephadex G-75, coincident
with B-glucosidase band activity detected using esculin and ferric chloride. The data of
enzyme purification procedure are summarized in Table 2. The MThgl3b was purified
8,77 fold to homogeneity with an overall enzyme yield of 1,89% and a specific activity of
104,89 Umg ™.

To accurately identify the purified protein band, after the digestion using

trypsin and LC-MS/MS procedure, the amino acid sequences of the peptides were
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submitted to the BLAST that attributed the fragments to the sequence of glycoside
hydrolase family 3 (GH3 acession number 367028272) protein from Myceliophthora
thermophila ATCC 42464 as deposited to the NCBI non-redundant proteins database
(www.nchi.mlm.nih.gov/sites/blast), showing 97% of identity. The pl and molecular
weight were theoretical estimated showing 5.08 and 95.0 kDa, respectively.

3.3 Effect of pH and temperature of the pB-glucosidase applying the crude extract
and the purified enzyme.

The MThbgl3b activity increased progressively reaching maximal activity
at 60°C, the crude extract showed similar profile however the maximal activity was at
65°C. Both pure enzyme and crude extract decreased sharply when the temperature
increased above 70°C, reaching aresidual activity lower than 23% at 80°C (Fig. 3A). The
optimal pH for both samples was 4.5, however the crude extract reached a plateau at pH
values ranging from 4.5 to 5.0, while the purified B-glucosidase showed a gradual
decrease occurred at pH values higher than 4.5 (Fig. 3B), indicating that the enzyme
under study is an acidic B-glucosidase.

3.4. Susceptibility towards metal ions, alcohols and chaotropic agents on the B-
glicosidase activity

A variety of metal ions and chemical reagents were evaluated for their
effects on the pure MThgl3b. All type of ions, solutions and the relative enzymatic
activity response are presented in Figure 4A and 4B. The enzyme was weakly inhibited in
the presence of barium and sodium chloride, holding 86.6% and 86.2% of activity, copper
sulfate, magnesium chloride, iron and zinc sulfate inhibited the B-glucosidase showing
24.0%, 19.5%, 6.9% and 4.0% of residua activities . In the other hand cobalt, calcium
and potassium chloride and manganese sulfate showed residua activities bigger than

94%.
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In the presence of SDS, EDTA and sodium azide the enzyme had a little
inhibition effect followed by mercaptoethanol (BME) with 93.4% of residual activity. The
surfactants triton X-100 and tween 80, do not influenced the MThgl3b B-glucosidase
activity.

The influence of ethanol and methanol on the hydrolytic activity were also
evaluated and both alcohol applied decreased the enzymatic activity even at 5% of
alcohol. The results aso shown that longer chain length promote either inhibition or
inactive conformation of the enzyme since lower recovery in relative active were
measured in enzymatic reactions with ethanol (Fig. 4C). B-glucosidase from
Melanocarpus sp MTCC 3932 and Thermoascus aurantiacus had a positive influence in
the enzyme activity when methanol and ethanol were added to the reaction; two B-
glucosidases (BGII and BGIII) of Aspergillus terreus were inhibited in ethanol and
methanol 20%, however athird isoform (BGI) was positively influenced in their presence
(Kaur et al. 2007, Parry et a. 2001, Nazir et al. 2009). Some works interpreted the
increase of activity in the presence of alcohols as a positive influence on the hydrolytic
activity, however this behavior can aso be explaned for the increase on
transglycosylation rate, which p-Nitrophenyl glucopyranoside is used as a proton donor
and methanol/ethanol as a nucleophilic acceptor increasing the p-Nitrophenol
concentration from hydrolytic and transglycosylation mechanisms, since both reactions
may occur simultaneously (Bohlin et a. 2013).

3.5. Substrate specifity toward di-, polisaccharides and artificial substrates

The purified MThgl3b was assayed for its activity under the conditions as
described in section 2.4. The preferred substrates for MThgl3b were cellobiose and p-p-
NP-glucopyranoside (p-B-NPG), lower specific activity were observed to laminarin,

lichenan, B-glucan and p-B-NP-cellobioside (Fig. 4D). No detectable activity towards 4-



138

p-B-NP-galactopyranoside, -xyloside, -mannopyranoside, -fucopyranoside, 4-p-oa-NP-L-
arabinofuranosidase, avicel, carboximethylcellulose (CMC), sigma cel, pectin,
xyloglucan, beech and birch wood xylan, arabinogalactan, galactomannan and lactose
was observed. MThgl3b shown a strong affinity to cellobiose (53.0 U/mg), however it is
also able to hydrolyze B-glucans, such as laminarin (12.7 U/mg) and lichenan (5 U/mg),
moreover aryl-p-glucoside (40.2 U/mg) was also broken down. Thereby MThgl3b can
not be only classified as cellobiases for it has been active on different types of substrates.

3.6. Kinetics analysis and enzymatic stability of p-glucosidase.

Kinetic study was made using synthetic (p-p-NPG) and natural
(cellobiose) substrates at the best conditions previously estimated. To the cellobiose the
parameters were measured using the crude extract and MTbgl3b enzyme. To study the
inhibition by glucose only p-B-NPG substrate was used. The K, and Vna values were
estimated using GraphPad Prism version 5.00, which the p-glucosidase from
Myceliophthora thermophila M.7.7 followed simple MichaelisMenten (MM) kinetics.
Lineweaver-Burk and Dixon plots were used to determine whether Michaelis-Menten
could be applied. The kinetics parameters values are shown in Table 3.

The Ky, results indicated that the pure MTbgl3b and the B-glucosidases in
the crude enzymatic extract have greater affinity toward p-p-NPG (0.46mM) and
cellobiose (0.52 mM), respectively. On the other hand the maximum specific activity
(Vmax) to the pure MThgl3b on cellobiose was 2-fold higher than the crude extract on
cellobiose and MThgl3b on p-B-NPG. Thereby, spite of the pure MThgl3b has showed
higher affinity on p-B-NPG, the hydrolysisis more efficient and faster on cellobiose.

The MTbgl3b catalytic efficiency determined on p-B-NPG were compared
to B-glucosidases from Thermoacus aurantiacus, Trichoderma reesel and Aspergillus

niger, including two recombinant GH3 from Penicillium brasilianum and
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Myceliophthora thermophila ATCC 42424 (model 1D 66804) (Table 3), which GH3 from
T. aurantiacus was the highest efficient enzyme, however the ratio K/K; calculated to
identify the inhibitor influence revealed strongest inhibition by D-glucose, aso checked
to the recombinant GH3 from M. thermophila ATCC 42464 cloned in Pichia pastoris. -
glucosidase from A. niger usualy used as supplemental enzyme to T. reesie cocktail
shown lower catalytic efficiency than MTbgl3b and also was inhibitd by D-glucose. In
this study the MTbgl3b was competitively inhibited by D-glucose (K of 4.26 mM),
confirmed by Lineweaver-Burk plot (Fig. 5A).

The p-B-NPG hydrolysis by MTblg3b followed the MM kinetics up to 1
mM, being the initia rate 40% reduced at 6 mM of the substrate. Inhibition was not
observed on cellobiose hydrolysis up to 6 mM, moreover the maximum initia rate to
MThbgl3b was 2-fold higher than the B-glucosidase in the crude extract (Fig. 5B).

To have a full kinetic model for enzymes applied to industrial process, an
important parameter is the stability of the enzymatic activity on the temperature, thereby
the thermal stability and half-life (t12) were identified incubating MThgl3b at 80, 70, 60
and 50°C using two different pHs, 5.0 and 7.4, for irregular time intervals. Overal
thermal stability assays at pH 7.4 had reduced half-life when compared to pH 5.0, which
at 80, 70 and 60°C showed half-life of 2.32, 28.88 min and 7.22 h, respectively, while
1.41, 1.68 min and 2.96 h at pH 7.4. The highest t;, was 16 days at pH 5.0 and 50°C,
while at pH 7.4 was only 3.85 h. The best conditions reached for the thermal stability (pH
5.0 and 50°C) are in general the operational parameters used in enzymatic biomass
saccharification, that is the aim application of this enzyme (Delabona et al. 2013,
Sukumaran et a. 2009, Rivera et a. 2010). The activation of denaturation energy (Ea)

was aso calculated applying Arrhenius egquation (Chauve et a. 2010) and the thermal
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stability datas from 50 up to 80°C, being 288.35 kJmol™, which is consistent to Doran
(2002).

4. Conclusions

The kinetic model profile and susceptibility towards substrates indicated high specificity
and catalytic efficiency of MTbgl3b on cellobiose, that did not inhibit MTblg3b as was
observed to p-B-NPG. The enzyme aso shown high thermal stability and half-life,
optimal temperature and pH activity parameters settled to be applied for enzymatic
biomass saccharification process. MThgl3b is aso faster and less inhibited by D-glucose
than B-glucosidase from A. niger usually used as supplemental cocktail in enzymatic
hydrolysis. Furthermore proteomic analysis identified GHs and AAs, indicating
hydrolytic and oxidative mechanism disruption. Thereby Myceliophthora thermophila

M.7.7. seems to be arich source of thermo stable enzymes to biofuel production.
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Figure Captions

Fig.1. 2-DE ge zone defined by pH 3.0-10 from M. thermophila secretome growth on
wheat bran (A). Specific activities (umol/min/mg) for M. thermophila secretome using
several substrates (B)

Fig 2. Purification steps of f-glucosidase by non denaturing PAGE silver nitrate staining.
1- Molecular marker, 2- crude extract, 3- anionic exchange, 4- hydrophobic, 5- superdex
G-25 and 6-activity test for B-glucosidase activity, details described in the materials and

methods section.

Fig.3. Optimal temperature (A) and pH (B) of the crude extract and MTbgl3b from
Myceliophthora thermophila M.7.7. The optimal temperature was identified by testing a
range from 30 up to 80°C in 50 mM citrate buffer pH 5.0 The influence of pH on f-
glucosidase activity was determined at 60°C using Mcllvaine 100 mM buffer that were
within pH 2.0-10.0.

Fig.4. MTbgl3b Residua activities (%) toward metal ions (10 mM) (A), chaotropic
agents (5%) (B), alcohols (C) and specific activity using several substrates (D). The
activity of the purified enzyme was measure without any additive at 60°C, pH 4.5 and
taken as 100%.

Fig.5. Lineweaver-burk plot of MTbgl3b on p-B-NPG for inhibition by D-glucose
ranging from O to 40 mM (A). Initial rates of p-B-NPG and cellobiose hydrolysis
applying the crude extract and MThgl3b from Myceliophthora thermophila M.7.7 (B).
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Table 1. CAZy and non-CAZy enzymes identified by LC/MS-MS from supernatants of
M. thermophila grown on wheat bran.

Protein name gi acession M olecular pl M ascot Peptides % Sequence
number mass (kDa) Score matched coverage

B-glucosidase (GH3) 367028272 95.0 5.08 795 24 17
GH2 367020936 66.0 5.57 685 18 30
Endo-B-1,4-glucanase (GH5) 367019458 424 5.19 98 2 4

Cellobiohydrolase (GH6) 367023495 51.0 5.53 218 5 9

Cellobiohydrolase (GH7) 367023008 55.6 4.82 190 4 7

Cellobiohydrolase (GH7) 367030645 49.0 4.82 363 6 17
Endo-B-1,4(3)-xylanase (GH10) 367029119 415 6.43 158 5 16
Endo-xylanase (GH10) 367032838 445 5.80 473 8 23
GH10 367030563 35.7 5.88 242 3 15
Endo-B-1,4(3)-xylanase (GH11) 367020944 24.2 5.76 248 4 30
GH11 367028490 253 6.18 158 3 12
GH11 367022650 25.0 7.05 116 3 12
Glucoamylase (GH15) 367035092 67.0 5.14 837 13 25
GH16 367033451 30.8 5.12 305 5 18
Chitinase (GH18) 367028520 46.1 511 836 15 42
Chitinase (GH18) 367031394 44.6 554 1058 24 56
B-N-acetylhexosaminidases (GH20) 367018790 64.7 5.20 686 13 24
GH27 367036174 454 4.87 343 7 17
GH30 367025151 53.2 5.75 546 11 25
a-xylosidase (GH31) 367028438 96.9 5.84 961 22 22
Trehalase (GH37) 367018214 775 6.17 246 6 9

a-mannosidase (GH38) 367019856 123 6.17 2262 45 43
B-xylosidase (GH43) 367026528 61.4 491 212 4 10
a-mannosidase (GH47) 367029671 57.7 4.81 674 15 30
a-L-arabinofuranosidase (GH51) 367019058 71.2 5.88 259 5 8

B-1,3-glucanase (GH55) 367030077 81.7 5.20 628 15 24
GH74 367029777 78.6 4.60 526 10 15
Endo-B-1,3-glucanase (GH81) 367029685 91.0 5.76 1161 22 28
CBM1 367028196 88.3 5.19 1244 29 28
Pectate lyase (PL1) 367029401 337 5.70 583 16 28
Pectin lyase (PL1) 367030527 36.7 757 230 5 10
Carboxylesterase (CE1) 367034113 29.2 5.93 156 3 17
Acetylesterase (CE16) 367031128 324 4.41 153 3 12
CDH (AA3_1) 367030519 84.0 4.58 282 5 8

GMC oxidoreductase (AA3) 367023276 69.0 4.88 891 22 29
Glyoxal oxidase (AA5_1) 367018916 104 4.68 381 8 9

Laccase-multicopper oxidase (AA1_3) 367021116 65.8 5.25 225 5 9

Lytic polysaccharide oxidase (AA9) 367020938 315 6.16 128 2 7

Serine protease 367026259 40.0 6.31 239 5 15
Catalase 367027496 78.1 6.04 1240 31 34
Aldose epimerase 367031144 414 4.82 177 4 12
Peptidase 367036144 53.6 5.66 495 13 17
Fasciclin domain protein 367021438 56.7 5.81 237 5 11
Carboxypeptidase 367025121 45.8 6.15 288 5 17
MY CTH_2295992 367019898 98.1 5.36 119 3 5

MYCTH_2311272 367034482 17.1 6.05 132 2 15
MY CTH_2294250 367018350 79.5 5.47 489 10 12
MYCTH_2311687 367034906 255 5.46 114 2 9

MY CTH_80274 367028324 89.3 5.32 154 3 5

MY CTH_2304549 367027626 66.0 5.45 187 3 6

MY CTH_2308135 367031276 104 5.80 240 3 16
MY CTH_2299483 367022986 68.8 4.88 312 6 10
MY CTH_2305043 367028022 86.7 6.27 149 3 5

MY CTH_2303093 367026354 61.5 4.89 120 2 5

MY CTH_2298860 367022378 42.6 4.72 106 2 4

MY CTH_2307666 367030735 55.2 4.78 155 7 7

MY CTH_2126295 367026512 52.3 5.33 330 10 14
MY CTH_2307339 367030383 755 4.67 497 9 16
MY CTH_2307269 367030313 39.8 5.50 824 14 54
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Table 2. Summary of purification of B-glucosidase from M. thermophila M.7.7.

Total Total Specific Purification
Step protein activity activity factor (fold) %VYied
(mg) (V) (U/mg)
Crudefiltrate 83,60 1000,00 11,96 1,00 100,00
Concentration 5,16 188,80 36,59 3,06 18,88
Resorce Q 4,24 253,70 59,83 5,00 25,37
HIC 0,22 27,59 125,96 10,53 2,76
G-75 0,18 18,88 104,89 8,77 1,89

Table 3. Kinetic parameters of B-glucosidase from M. thermophila M.7.7 and efficiency
and inhibition comparison with other -glucosidases from fungae.

Substrate p-B-NPG Cellobiose
Parameter Pure B-glucosidase Crude extract
V max(imol min“mg™) 60.85 + 0.05 120.33+ 0.09 54.37 £ 0.05
Km (MM) 0.46 + 0.07 0.86 +0.10 0.52+0.08
Ki (mM) 426 +0.71 - -
Kea (s7) 96.34 190.53 86.08
K cat/ K (MM s 209.12 22222 165.10
p-B-NPG
Organism KC?K/)Km Kn/K;i Reference
*
Myceliophthora thermophila 13292 0.11 This study
Trichoderma reesel 13884 0.12 Chauve, et al.
Aspergillus niger 2775 0.21 Chauve, et al.
Thermoascus aurantiacus 127810 0.40 Parry, et a.
Penicillium brasilianum © - 0.04 | Kristian, et al.
Myceliophthora thermophila ATCC 42424 ®) - 1.34 | Karnaouri, et
al.

* K eatl K Unit, mM=min™

@ GH3 from Penicillium brasilianum expressed in Aspegillus oryzae
® GH3 from M. thermophila ATCC 42424 expressed in Pichia pastoris
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Figure 1A and 1B

L]

IP

1
!

5

5

10 vy
119

0

b=l
b=l

6

29
0

123 45

A
Figure 3A and 3B

Figure 2

-+ crude extract
= MTbgl3b

[aa]

10

pH

100+

(05) Huanoe AR

-«

40 50 60 70 80 90
Temperature (°C)

30

100+

(05) AAnoe IAneYy

20



145

Figure 4
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